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L’adenosina	   deaminasi	   (ADA),	   enzima	   che	   catalizza	   la	   deaminazione	   di	  
adenosina	   (Ado)	   e	   deossiadenosina	   (dAdo),	   gioca	   un	   ruolo	   centrale	   nel	  
metabolismo	  purinico.	  La	  sua	  deficienza,	  infatti,	  provoca	  una	  forma	  grave	  di	  
immunodeficienza	  combinata	  (SCID)	  e	  alterazioni	  nel	  funzionamento	  di	  molti	  
organi	   come	   osso,	   fegato,	   reni	   e	   sistema	   nervoso.	   I	   disturbi	   neurologici	  
includono	   disordini	   nella	   coordinazione	   motoria,	   disabilità	  
nell’apprendimento,	   iperattività,	   epilessia	   e	   deficit	   uditivi.	   Il	   trapianto	   di	  
midollo	  osseo	  è	  in	  grado	  di	  risolvere	  i	  problemi	  del	  sistema	  immunitario	  ma	  
non	   quelli	   neurologici.	   Il	   legame	   molecolare	   tra	   squilibrio	   metabolico	   e	  
manifestazioni	  neurologiche	  è	  ancora	  oggi	  poco	  chiaro.	  
Allo	   scopo	   di	   chiarire	   i	   meccanismi	   alla	   base	   delle	   manifestazioni	  
neurologiche	  associate	  alla	  deficienza	  di	  ADA	  abbiamo	  utilizzato	  due	  modelli	  
di	   cellule	   neuronali	   (SH-­‐SY5Y	   e	   LAN-­‐5),	   derivate	   da	   neuroblastoma	   umano.	  
Abbiamo	   simulato	   la	   carenza	   di	   ADA	   incubando	   le	   cellule	   con	  
deossicoformicina	   (dCF),	   un	   potente	   inibitore	   di	   ADA,	   e	   dAdo,	   che	   si	  
accumula	   in	   vivo	   in	   caso	   di	   deficienza	   dell’enzima.	   Studi	   precedenti	   nel	  
Laboratorio	   dove	   ho	   condotto	   la	   tesi	   hanno	   dimostrato	   che	   questo	  
trattamento	  diminuisce	  	  la	  vitalità	  cellulare,	  e	  attiva	  le	  caspasi	  3,	  8	  e	  9	  nelle	  
cellule	   SH-­‐SY5Y.	   Nel	   presente	   lavoro	   di	   tesi	   abbiamo	   indagato	   il	  
coinvolgimento	   dei	   mitocondri	   nelle	   fasi	   precoci	   d’inibizione	   di	   ADA.	   Il	  
trattamento	  con	  dCF	  e	  dAdo	  provoca	  un	  aumento	  della	  massa	  mitocondriale	  
e	   una	   riduzione	   della	   produzione	   di	   specie	   reattive	   dell’ossigeno	  
mitocondriali,	  senza	  modificare	  significativamente	  il	  potenziale	  di	  membrana	  
mitocondriale.	   Allo	   scopo	   di	   approfondire	   il	   meccanismo	   apoptotico,	  
abbiamo	   anche	   indagato	   sul	   possibile	   coinvolgimento	   della	   via	   di	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segnalazione	   della	   protein	   chinasi	   associata	   a	   mitogeni	   (MAPK)	   p38	   che	  
svolge	  un	   ruolo	   importante	   in	  molti	   processi	   biologici	   tra	   cui	   l’apoptosi.	   La	  
vitalità	   cellulare	   delle	   cellule	   trattate	   con	   dCF	   e	   dAdo	   è	   aumentata	   in	  
presenza	  dell’inibitore	  della	  p38,	  SB203580,	  mentre	  	  è	  ridotta	  l’attività	  della	  
caspasi-­‐3.	  	  
In	  conclusione,	  i	  risultati	  dimostrano	  che	  una	  perturbazione	  del	  metabolismo	  
purinico	   indotta	   dall’inibizione	   di	   ADA,	   provoca	   la	   morte	   dipendente	   dalle	  
caspasi,	   probabilmente	   attraverso	   un	   meccanismo	   che	   coinvolge	   la	   MAPK	  
p38	   di	   cellule	   tumorali	   di	   origine	   neuronale.	   Questi	   dati	   possono	   essere	  






















Adenosine	  deaminase	   (ADA),	   an	   enzyme	   that	   catalyzes	   the	  deamination	  of	  
adenosine	   and	   deoxyadenosine,	   plays	   a	   central	   role	   in	   the	   purine	  
metabolism.	   Its	   deficiency,	   in	   fact,	   causes	   a	   severe	   form	   of	   combined	  
immunodeficiency	   (SCID),	   and	   alterations	   in	   the	   function	   of	   many	   organs	  
such	   as	   bone,	   liver,	   kidneys	   and	   nervous	   system.	   Neurological	   disorders	  
include	   disturbances	   in	   motor	   coordination,	   learning	   disabilities,	  
hyperactivity,	  epilepsy	  and	  hearing	  impairment.	  
The	   bone	   marrow	   transplantation	   is	   able	   to	   solve	   the	   problems	   of	   the	  
immune	  system	  but	  not	  the	  neurological	  ones.	  The	  molecular	   link	  between	  
metabolic	  imbalance	  and	  neurological	  events	  is	  still	  unclear	  today.	  
In	  order	  to	  elucidate	  the	  mechanisms	  underlying	  neurological	  manifestations	  
associated	  with	  ADA	  deficiency	  we	  used	   two	  models	  of	  neuronal	   cells	   (SH-­‐
SY5Y	  and	  LAN-­‐5),	  derived	  from	  human	  neuroblastoma.	  
We	   simulated	   the	   shortage	   of	   ADA	   incubating	   cells	   with	   deoxycoformycin	  
(dCF),	   a	   potent	   inhibitor	   of	   ADA,	   and	   deoxyadenosine	   (dAdo),	   which	  
accumulates	  in	  vivo	  in	  case	  of	  deficiency	  of	  the	  enzyme.	  
Previous	  studies	  in	  the	  laboratory	  where	  I	  did	  the	  thesis	  have	  shown	  that	  this	  
treatment	   decreases	   the	   cell	   viability,	   and	   activates	   caspases	   3,	   8	   and	  9	   in	  
SH-­‐	   SY5Y	   cells.	   In	   the	   present	   work	   we	   investigated	   the	   involvement	   of	  
mitochondria	   in	  the	  early	  stages	  of	  ADA	   inhibition.	  The	  treatment	  with	  dCF	  
and	  dAdo	  causes	  an	   increase	   in	  mitochondrial	  mass	  and	  a	   reduction	  of	   the	  
production	   of	   mitochondrial	   reactive	   oxygen	   species,	   without	   significantly	  
modifying	  the	  mitochondrial	  membrane	  potential.	  
In	  order	  to	  deepen	  the	  understanding	  of	  the	  apoptotic	  mechanism,	  we	  also	  
investigated	   the	   possible	   involvement	   of	   the	   mitogen	   associated	   protein	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kinase	   (MAPK)	  p38	  signaling	  pathway	   that	  plays	  an	   important	   role	   in	  many	  
biological	  processes	  including	  apoptosis.	  
Cell	   viability	   of	   the	   treated	   cells	   with	   dCF	   and	   dAdo	   is	   increased	   in	   the	  
presence	  of	   the	  p38	   inhibitor	   SB203580,	  while	   the	   activity	   of	   caspase-­‐	   3	   is	  
reduced.	  
In	   conclusion,	   the	   results	   demonstrate	   that	   a	   disturbance	   of	   purine	  
metabolism	   induced	  by	   inhibition	  of	  ADA,	  causes	  caspase-­‐dependent	  death	  
probably	   through	   a	   mechanism	   involving	   MAPK	   p38	   in	   tumor	   cells	   of	  
neuronal	  origin.	  These	  data	  can	  be	  important	  for	  improving	  the	  therapeutic	  






















ADA:	  Adenosina	  deaminasi	  
Ado:	  Adenosina	  
Apaf-­‐1:	   “apoptotic	   protease	   activating	   factor	   1”,	   fattore	   1	   che	   attiva	  
l'apoptosi	  
CARD:	  “caspase	  recruitment	  domain”,	  dominio	  di	  reclutamento	  delle	  caspasi	  
dAdo:	  deossiadenosina	  
dCF:	  deossicoformicina	  
DD:	  “death	  domain”,	  dominio	  di	  morte	  
DISC:	  death-­‐inducing	  signaling	  complex,	  complesso	  di	  segnalazione	  induttore	  
di	  morte	  
DMEM:	  	  Dulbecco’s	  modified	  Eagle’s	  medium	  
DMSO:	  dimetilsulfossido	  
DTT:	  ditiotreitolo	  
EDTA:	  acido	  etilendiamminotetraacetico	  
FADD:	  “Fas	  associated	  death	  domain”,	  dominio	  di	  morte	  associato	  a	  Fas	  
FBS:	  siero	  fetale	  bovino	  
GSH:	  glutatione	  ridotto	  
GSSG:	  glutatione	  ossidato	  
HLA:	  human	  leukocyte	  antigen	  
HPLC:	   “high	   pressure	   liquid	   cromatography”,	   cromatografia	   liquida	   ad	   alta	  
pressione	  
HPRT:	  ipoxantina-­‐guanina	  fosforibosil	  transferasi	  
IAP:	  inibitore	  di	  proteine	  apototiche	  
mtDNA:	  DNA	  mitocondriale	  
MT-­‐Green:	  MitoTracker	  Green;	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MT-­‐ROS:	  MitoTracker	  Red	  CM-­‐H2XROS;	  	  
MTT:	  bromuro	  di	  3-­‐(4,5-­‐dimetiltiazol-­‐2-­‐il)-­‐2,5-­‐difeniltetrazolio	  
PBS:	  tampone	  fosfato	  salino	  
PEG:	  polietilenglicolo	  
pNA:	  paranitroanilina	  
PNP:	  purina	  nucleoside	  fosforilasi	  
PRPP:	  5-­‐fosforibosil-­‐1-­‐pirofosfato	  
ROS:	  reactive	  oxygen	  species,	  specie	  reattive	  dell'ossigeno	  
SAH:	  S-­‐adenosilomocisteina	  
SAHH:	  S-­‐adenosilomocisteina	  idrolasi	  
SCID:	   “severe	   combined	   immunodeficiency	   disease”,	   sindrome	   di	  
immunodeficienza	  combinata	  grave	  
SDS:	  dodecil	  solfato	  sodico	  
SMAC/DIABLO:	   “second	   mitochondria-­‐derived	   activator	   of	   caspases/direct	  
inhibitor	   of	   apoptosis-­‐binding	   protein	   with	   low	   pI”,	   secondo	   attivatore	  
mitocondriale	   delle	   caspasi,	   inibitore	   diretto	   della	   proteina	   associata	  
all’apoptosi	  con	  basso	  punto	  isoelettrico	  
TMRM:	  tetrametilrodamine	  metil	  ester	  
TNF:	  “tumor	  necrosis	  factor”,	  fattore	  di	  necrosi	  tumorale	  	  
TNFR:	   “tumor	   necrosis	   factor	   receptor”,	   recettore	   del	   fattore	   di	   necrosi	  
tumorale	  	  
TRADD:	   “TNFR-­‐associated	   death	   domain”,	   proteina	   con	   dominio	   di	   morte	  











1.1	  Adenosina	  deaminasi	  
L’ADA	  è	  un	  enzima	  importante	  nel	  catabolismo	  delle	  purine	  poiché	  catalizza	  
la	   deaminazione	   dell’Ado	   e	   della	   2‘-­‐dAdo	   rispettivamente	   ad	   inosina	   e	   2’-­‐
deossiinosina	   (Fig.1.1).	   Questi	   composti	   a	   loro	   volta	   possono	   essere	  
ulteriormente	  degradati	  ad	  acido	  urico	  o	  rientrare	  a	  far	  parte	  dell’insieme	  di	  
nucleotidi	   purinici	   (Sauer	   et	   al.,	   2012).	   L’ADA	   è	   un	   enzima	   che	   si	   trova	   in	  
batteri,	   piante,	   invertebrati	   e	   vertebrati	   tra	   cui	   i	   mammiferi,	   con	   una	  
sequenza	  amminoacidica	   fortemente	  conservata.	  E’	  una	  proteina	  composta	  
da	  8	  motivi	  a	  foglietto	  beta	  alternati	  a	  8	  alfa	  elica,	  e	  ancora	  altri	  5	  motivi	  alfa	  
elica:	  3	  dopo	  il	  primo	  foglietto	  beta	  e	  2	  dopo	  l'ultimo.	  I	  foglietti	  beta	  formano	  
una	  struttura	  a	  barile	  che	  circonda	  il	  sito	  catalitico	  che	  si	  trova	  all'estremità	  
carbossilica	  del	  barile.	  Al	  di	  sotto	  del	  sito	  di	  legame	  del	  substrato	  è	  presente	  
uno	  ione	  zinco	  legato	  al	  fondo	  del	  barile	  	  (Hirschhorn	  and	  Candotti,	  2007).	  
L’ADA	  è	  presente	  in	  tutte	  le	  cellule,	  ma	  la	  sua	  concentrazione	  varia	  a	  seconda	  
del	   tessuto.	   L'attività	   minore	   è	   stata	   osservata	   negli	   eritrociti	   (Hirschhorn	  
and	   Candotti,	   2007).	   Man	   mano	   che	   i	   linfociti	   T	   maturano,	   l'espressione	  
dell'enzima	  diminuisce.	  L’assenza	  dell’enzima,	  causata	  da	  mutazioni	  geniche,	  
comporta	   l’accumulo	   dei	   substrati	   Ado	   e	   dAdo.	   Le	   cellule	   rispondono	  
all’aumento	   di	   dAdo	   convertendolo	   in	   deossiadenosina	   trifosfato	   (dATP)	  
attraverso	   l’azione	   dell’adenosina	   chinasi	   (AdoK).	   L’aumento	   dei	   livelli	   di	  
dAdo	   inattiva	   l’enzima	   S-­‐adenosil	   omocisteina	   idrolasi	   (SAHH),	   portando	  
all’accumulo	  di	  S-­‐adenosil	  omocisteina	  (SAH)	  che	  è	  un	  potente	  inibitore	  delle	  
reazioni	   di	   transmetilazione.	   L’attività	   dell’enzima	   SAHH	   in	   pazienti	   con	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deficienza	   di	   ADA	   è	   inferiore	   al	   5%	   rispetto	   ai	   livelli	   normali.	   Nel	   linfocita	  
elevati	   livelli	   di	   dATP	   hanno	   effetti	   tossici	   ed	   esiste	   una	   correlazione	   fra	   i	  
livelli	  di	  dATP	  e	   la	  gravità	  dei	  sintomi.	  Livelli	  elevati	  di	  dATP	  possono	  anche	  
causare	   l’inibizione	   della	   ribonucleotide	   riduttasi,	   portando	   all’inibizione	  
della	  sintesi	  di	  deossinucleotidi	  e	  alla	   ridotta	  capacità	  di	   riparare	   il	  DNA.	  La	  
mancata	  riparazione	  del	  DNA	  può	  indurre	  la	  poli-­‐ADP	  ribosio	  polimerasi,	  che	  
potrebbe	  uccidere	  le	  cellule	  in	  seguito	  alla	  deplezione	  del	  NAD,	  che	  è	  un	  suo	  
substrato.	   Così	   i	   substrati	   dell’ADA	   si	   accumulano	   e/o	   determinano	  
conseguenze	   metaboliche	   che	   potrebbero	   indurre	   apoptosi/morte	   delle	  
cellule	  (Aldrich	  et	  al.,	  2000).	  	  
	  





1.1.1	  Deficit	  da	  adenosina	  deaminasi	  
Il	   gene	   per	   ADA	   è	   localizzato	   sul	   braccio	   lungo	   del	   cromosoma	   20	   ed	   è	  
formato	   da	   12	   esoni.	   Sono	   state	   identificate	   oltre	   50	  mutazioni	   in	   pazienti	  
immunodeficienti	   per	   difetti	   nell'ADA	   (Fig.1.2).	   La	   maggior	   parte	   sono	  
mutazioni	   missenso,	   seguite	   da	   mutazioni	   dei	   siti	   di	   splicing,	   delezioni	   o	  
inserzioni	   e	   infine	   mutazioni	   nonsenso.	   Le	   mutazioni	   missenso	   appaiono	  
concentrate	  negli	   esoni	  4,	  5	  e	  7,	   regioni	   che	   codificano	  per	  aminoacidi	   che	  
fanno	  parte	  del	  sito	  catalitico	  e	  del	  sito	  di	  legame	  del	  substrato	  (Hirschhorn	  
and	  Candotti,	  2007).	  
Nei	  pazienti	  affetti	  da	  ADA-­‐SCID	  l'esordio	  dei	  sintomi	  è	  molto	  precoce,	  poche	  
settimane	   dopo	   la	   nascita	   e	   se	   non	   trattati	   in	   maniera	   adeguata	   possono	  
portare	   il	  bambino	  alla	  morte	   in	   sei	  mesi.	  Presentano	   linfopenia,	   livello	  dei	  
linfociti	  nel	  sangue	  molto	  basso,	  e	  assenza	  delle	  risposte	  immunitarie	  che	  di	  
conseguenza	   possono	   portare	   numerose,	   potenzialmente	   fatali,	   infezioni	  
virali,	   fungine	   e	   batteriche	   (Hirschhorn	   and	  Candotti,	   2007).	   In	   circa	   il	   50%	  
dei	  pazienti	  si	  riscontrano	  anomalie	  ossee	  soprattutto	  a	  carico	  delle	  giunzioni	  
costocondrali.	   Inoltre	   alcuni	   pazienti	   presentano	   anomalie	   nel	  
funzionamento	  renale	  e	   lesioni	  della	  ghiandola	  del	  surrene.	  Non	  è	  semplice	  
distinguere	   fra	   quelli	   che	   sono	   gli	   effetti	   primari	   dell'ADA-­‐SCID	   e	   gli	   effetti	  
secondari	   dovuti	   alle	   numerose	   infezioni.	   Inoltre	   i	   bambini	   presentano	   un	  
ritardo	  della	  crescita.	  L'assenza	  dell'attività	  di	  ADA	  porta	  ad	  un	  accumulo	  di	  
Ado	  e	  dAdo	  a	  livello	  di	  plasma	  e	  urine,	  inoltre	  queste	  si	  riversano	  in	  vie	  che	  in	  
condizioni	   fisiologiche	   sono	   minimamente	   usate.	   Ado	   e	   dAdo	   sono	  
normalmente	   presenti	   nel	   plasma	   con	   concentrazioni	   rispettivamente	   di	  
circa	  1	  μM	  e	  0,5	  μM.	  In	  pazienti	  affetti	  da	  ADA-­‐SCID	  questi	  valori	  oscillano	  fra	  
1-­‐6	  μM	  per	  l'Ado	  e	  1	  μM	  per	  la	  dAdo,	  però	  è	  difficile	  determinare	  l'effettiva	  
concentrazione	   nel	   plasma	   con	   le	   comuni	   procedure,	   poiché	   entrambi	   i	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composti	  sono	  quasi	  istantaneamente	  catturati	  durante	  il	  prelievo	  di	  sangue	  
e	   intrappolati	  all'interno	  degli	  eritrociti	   tramite	  fosforilazione.	  Nelle	  urine	  si	  
ha	  un	  grande	  aumento	  di	  dAdo,	   che	   in	   condizioni	  normali	  non	  è	   rilevabile,	  
mentre	   l'escrezione	  di	  Ado	  è	  solo	  minimamente	  elevata	   rispetto	  ai	  normali	  
livelli.	  L'aumento	  di	  dAdo	  determina	  l'inattivazione	  della	  SAHH:	  nei	  bambini	  
non	   curati	   affetti	   da	   ADA-­‐SCID	   l'attività	   di	   questo	   enzima	   è	  marcatamente	  
ridotta.	  In	  vitro,	  questo	  porta	  a	  un	  accumulo	  di	  SAH	  che	  inibisce,	  tramite	  un	  
meccanismo	   a	   feedback,	   la	   conversione	   di	   S-­‐adenosilmetionina	   in	   SAH	   e	  
quindi	   impedisce	   il	   trasferimento	   dei	   gruppi	   metilici,	   potenzialmente	  
necessario	   per	   tutte	   le	   essenziali	   reazioni	   di	   metilazione.	   Il	   ruolo	  
dell'inattivazione	   della	   SAHH	   nella	   patogenesi	   dell'ADA-­‐SCID	   rimane	   da	  
determinare,	   dato	   che	   l'aumento	   di	   SAH	   non	   è	   stato	   ancora	   dimostrato	   in	  
vivo	  e	  inoltre	  l'inibizione	  di	  SAHH	  persiste	  nei	  pazienti	  che	  hanno	  recuperato	  
le	   funzioni	   immunitarie	   in	   seguito	   al	   trapianto	   di	   midollo	   osseo.	   É	  
interessante	   notare	   che	   difetti	   genetici	   di	   SAHH	   non	   sono	   associati	   con	  
alcuna	   anomalia	   del	   sistema	   immunitario,	   ma	   con	   grave	   ritardo	  
psicomotorio,	   ipotonia	   e	   difetti	   della	   mielinizzazione	   (Hirschhorn	   and	  
Candotti,	   2007).	   Anche	   l'Ado	   extracellulare	   ha	   un	   ruolo	   nel	   regolare	   la	  
risposta	   infiammatoria.	   In	  questo	  caso	  agisce	   tramite	   recettori	   accoppiati	   a	  
proteine	   G	   presenti	   sulle	   cellule	   bersaglio,	   esercitando	   funzioni	  
immunosoppressive	   (Sitkovsky	  et	  al.,	   2004).	  Questo	  potrebbe	  modificare	   la	  
risposta	   infiammatoria	   e	   nei	   pazienti	   ADA-­‐SCID	   in	   cui	   i	   livelli	   di	   Ado	   sono	  
elevati,	   causerebbe	   disfunzioni	   immunitarie.	   Nei	   pazienti	   ADA-­‐SCID	  
l'aumento	  dei	   livelli	  extracellulari	  di	  Ado	  determina	  un'eccessiva	  attivazione	  
dei	  recettori	  adenosinici,	  nella	  maggior	  parte	  dei	  casi	  del	  recettore	  2a,	  e	  delle	  
vie	   corrispondenti.	   Studi	   funzionali	   su	   linfociti	   T	   provenienti	   da	   topi	   e	  
pazienti	  con	  deficit	  di	  ADA	  mostrano	  alterazioni	  nelle	  vie	  di	  trasduzione	  che	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portano	   a	   una	   compromissione	   delle	   funzioni	   cellulari.	   L'Ado	   extracellulare	  
induce	  un	  aumento	  intracellulare	  dei	  livelli	  di	  AMP	  ciclico	  (cAMP)	  che	  inibisce	  
sia	   gli	   effetti	   precoci	   dell'attivazione	   del	   recettore	   delle	   cellule	   T	   sia	   i	  
cambiamenti	   più	   a	   valle	   degli	   effettori	   del	   segnale;	   infatti,	   si	   osserva	   una	  
bassa	  o	  non	  rivelabile	   fosforilazione	  di	   IκBα,	  che	  porta	  a	  un	  basso	   livello	  di	  
traslocazione	  di	  NF-­‐κB	  nel	  nucleo	  e	  di	  trascrizione	  dei	  geni	  bersaglio	  (Sauer	  et	  
al.,	   2012).	   I	   sintomi	   relativi	   al	   malfunzionamento	   del	   sistema	   immunitario	  








La	  prima	  terapia	  ad	  essere	  stata	  applicata	  per	  la	  deficienza	  di	  ADA,	  è	  quella	  
che	   prevede	   iniezioni	   di	   ADA	   bovina	   accoppiata	   con	   polietilenglicolo	   (PEG-­‐
ADA),	   il	   cui	   compito	   è	   quello	   di	   	   proteggere	   l’ADA	   bovina	   da	   attacchi	  
proteolitici	  ed	   immunologici.	  Tale	  terapia	  è	  ben	  tollerata	  dai	  pazienti	  e	  può	  
restaurare	   la	   funzione	   protettiva	   del	   sistema	   immunitario	   (Booth	   and	  
Gaspar,	   2009).	   L'enzima	   viene	   somministrato	   legato	   	   covalentemente,	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tramite	  residui	  di	  lisina,	  a	  numerosi	  filamenti	  di	  polietilenglicolo	  (PEG)	  i	  quali	  
aumentano	   notevolmente	   la	   permanenza	   in	   circolo	   della	   molecola	   fino	   a	  
diversi	  giorni,	  proteggendola	  da	  attacchi	  proteolitici,	  inibendo	  l'assorbimento	  
renale,	   il	   legame	   di	   anticorpi	   e	   la	   presentazione	   di	   antigeni	   e	   quindi	  
riducendone	   l'immunogenicità.	   Dato	   che	   l'assorbimento	   cellulare	   è	   poco	  
significativo,	  una	  volta	  somministrato,	  PEG-­‐ADA,	  rimane	  limitato	  nel	  plasma	  
e	   da	   qui,	   continuando	   a	   circolare,	   elimina	   gli	   accumuli	   di	   Ado	   e	   dAdo.	   In	  
questo	   modo,	   indirettamente	   per	   diffusione,	   determina	   la	   riduzione	   dei	  
metaboliti	  tossici	  intracellulari.	  I	  risultati	  a	  lungo	  termine	  suggeriscono	  che	  il	  
recupero	   immunitario	   è	   spesso	   incompleto.	   Nonostante	   i	   miglioramenti	  
iniziali,	  la	  conta	  linfocitaria	  dei	  pazienti	  trattati	  rimane	  sempre	  al	  di	  sotto	  dei	  
valori	   normali.	   Sono	   stati	   osservati	   diversi	   effetti	   collaterali	   tra	   cui	   squilibri	  
nel	   sistema	   immunitario,	   che	   includono	   autoimmunità	   (diabete	   di	   tipo	   I,	  
ipotiroidismo,	   immunotrombocitopenia,	   anemia	  emolitica)	   e	  manifestazioni	  
allergiche.	   Inoltre,	   dopo	   8-­‐10	   anni	   di	   trattamento,	   emergono	   gravi	  
complicazioni	   come	   neoplasie	   linfoidi	   ed	   epatiche,	   e	   progressione	   di	  
insufficienze	  polmonari	  croniche.	  Infine	  il	  principale	  problema	  della	  terapia	  è	  
lo	   sviluppo	   nel	   paziente	   di	   anticorpi	   anti	   PEG-­‐ADA	   che	   ne	   diminuiscono	  
l'efficacia	  con	  conseguente	  declino	  nei	  parametri	  metabolici	  e	  nelle	  funzioni	  
immunitarie.	   Non	   esistono	   studi	   che	   testimonino	   un	   miglioramento	   dei	  
deficit	  neurologici	  nei	  pazienti	  trattati	  con	  PEG-­‐ADA	  (Sauer	  et	  al.,	  2012).	  
La	   terapia	   genica	   è	   una	   promettente	   opzione	   terapeutica	   per	   i	   deficit	  
genetici	   del	   sistema	   immunitario.	   La	   terapia	   si	   basa	   sul	   trasferimento	  
mediante	   retrovirus	   del	   gene	   normale,	   funzionante,	   per	   l'ADA,	   in	   cellule	  
staminali	   ematopoietiche	   del	   paziente	   stesso,	   autologhe,	   che	   poi	   verranno	  
trapiantate.	  Il	  retrovirus	  ricombinante	  utilizzato,	  incapace	  di	  replicarsi,	  deriva	  
dal	   virus	   Moloney	   della	   leucemia	   murina.	   Le	   cellule	   trasdotte	   trapiantate	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riescono	  ad	  attecchire,	  determinando	  un	  aumento	  della	  conta	  linfocitaria,	  un	  
miglioramento	  della	  risposta	  immunitaria	  cellulare	  e	  umorale,	  e	  un'effettiva	  
detossificazione	  metabolica.	   Le	   cellule	   ricombinanti	   sono	   state	   rilevate	   nei	  
sottogruppi	  mieloidi	  e	  linfoidi,	  in	  quest'ultimo	  sono	  più	  rappresentate	  grazie	  
alle	   loro	   maggiori	   capacità	   di	   sopravvivenza	   rispetto	   alle	   cellule	   non	  
trasdotte.	   Dal	   2000	   sono	   stati	   sottoposti	   a	   terapia	   genica	   40	   pazienti	   fra	  
Italia,	   Usa	   e	   Regno	   Unito.	   Nella	   maggioranza	   di	   essi	   sono	   stati	   raggiunti	  
sostanziali	   benefici	   clinici	   (Brigida	   et	   al.,	   2014).	   Fino	   al	   2012	   tutti	   erano	  
sopravvissuti	  e	   in	  26	  soggetti	  non	  era	  più	  necessaria	   la	  somministrazione	  di	  
PEG-­‐ADA	   (Montiel-­‐Equihua	   et	   al.,	   2012).	   In	   nessun	   paziente	   sono	   stati	  
osservati	  eventi	  oncogenici	  o	   leucemici,	   indicando	  che	   la	  terapia	  genica	  per	  
ADA-­‐SCID	   ha	   un	   rapporto	   rischi	   benefici	   positivo	   (Sauer	   et	   al.,	   2012).	  
Attualmente	   la	  terapia	  migliore	  è	   il	   trapianto	  di	  cellule	  emopoietiche	  da	  un	  
familiare	   con	   antigene	   leucocitario	   (HLA)	   identico.	   Questo	   determina	   un	  
recupero	  a	  lungo	  termine	  delle	  funzioni	  immunitarie	  e	  in	  quasi	  tutti	  i	  casi	  un	  
ripristino	  dell'immunità	  umorale	  (Sauer	  et	  al.,	  2012).	  Solo	  il	  20%	  dei	  pazienti	  
ha	  	  accesso	  a	  un	  trapianto	  da	  un	  familiare	  HLA	  compatibile;	  pertanto,	  spesso	  
si	  utilizzano	  cellule	  da	  un	   familiare	  aploidentico	  o	  da	  un	  donatore	  estraneo	  
compatibile.	  In	  questi	  casi	  la	  sopravvivenza	  diminuisce	  molto:	  il	  66%	  nei	  casi	  
di	   un	   donatore	   estraneo	   compatibile	   e	   il	   43%	   in	   quelli	   da	   un	   familiare	  
aploidentico.	  Nei	  casi	  di	  un	  fratello	  o	  familiare	  compatibile	  si	  arriva	  all'86%	  e	  
all'81%	  di	  pazienti	  sopravvissuti	  (Sauer	  et	  al.,	  2012).	  E'	  ben	  documentato	  che	  
i	  disturbi	  neurologici	  descritti	  nei	  pazienti	  con	  deficit	  di	  ADA	  non	  sono	  risolti	  






1.3	  Metabolismo	  delle	  purine	  
Le	   purine	   sono	   molecole	   che	   partecipano	   a	   svariati	   processi	   vitali	  
intracellulari.	   Esse	   insieme	  ai	   loro	  equivalenti	   pirimidinici	   sono	   i	   costituenti	  
fondamentali	   del	   DNA	   e	   dell’RNA.	   Molte	   malattie	   neurologiche	   sono	  
associate	   a	   disfunzioni	   del	   metabolismo	   delle	   purine	   dovute	   a	   carenze	   di	  
enzimi	  coinvolti	  (Camici	  et	  al.,	  2010).	  La	  biosintesi	  dei	  nucleotidi	  purinici	  può	  
avvenire	  in	  due	  modi:	  la	  via	  de	  novo	  e	  la	  via	  di	  recupero.	  Nella	  via	  de	  novo	  le	  
basi	   puriniche	   vengono	   sintetizzate	   tappa	  dopo	   tappa	  direttamente	   su	  una	  
struttura	  costituita	  da	  ribosio.	  Mentre	  nella	  via	  di	  recupero	  basi	  preformate	  
vengono	  recuperate	  e	  unite	  ad	  una	  unità	  di	  ribosio.	  Le	  molecole	  ottenute	  in	  
questo	  modo	  sono	  precursori	  essenziali	  oltre	  che	  per	  la	  sintesi	  di	  RNA	  e	  DNA	  
anche	   di	   segnali	   metabolici,	   fornitori	   di	   energia,	   regolatori	   della	   crescita,	  
coenzimi	   e	   cofattori	   redox	   essenziali	   per	   il	   metabolismo	   e	   la	   difesa	   dai	  
radicali	  liberi.	  Proprio	  per	  queste	  numerose	  funzioni	  dei	  nucleotidi	  purinici	  e	  
dei	   loro	   derivati,	   non	   sorprende	   che	   variazioni	   dei	   loro	   livelli	   possano	  
influenzare	  differenti	  funzioni	  cellulari.	  
La	   degradazione	   dei	   nucleotidi	   purinici	   (Fig.1.3)	   inizia	   con	   la	   rimozione	   del	  
gruppo	  fosforico	  ad	  opera	  di	  nucleotidasi	  citosoliche.	  I	  nucleosidi	  così	  formati	  
vengono	   fosforoliticamente	   scissi	   nella	   corrispondente	   base	   azotata	   e	   in	  
ribosio-­‐1-­‐fosfato	   dall'enzima	   purina	   nucleoside	   fosforilasi	   (PNP).	   L'Ado	   e	   la	  
dAdo	   prima	   di	   questo	   passaggio	   vengono	   deaminate	   dall'ADA.	   La	   base	  
azotata	   può	   essere	   escreta	   come	   acido	   urico	   o	   recuperata	   dall’ipoxantina-­‐
guanina	  fosforibosil	  transferasi	  (HPRT)	  con	  la	  formazione	  di	  guanilato	  (GMP)	  
e	  inosinato	  (IMP).	   Il	  ribosio-­‐1-­‐fosfato	  viene	  convertito	  in	  ribosio-­‐5-­‐fosfato,	   il	  
quale,	   a	   sua	   volta,	   può	   essere	   convertito	   in	   5-­‐fosforibosil-­‐1-­‐pirofosfato	  
(PRPP)	   ed	   entrare	   nella	   sintesi	   de	   novo	   dei	   nucleotidi	   purinici;	   oppure	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contribuire	  al	  metabolismo	  energetico	  attraverso	  la	  via	  del	  pentosio	  fosfato,	  














Fig.	  1.3.	  Schema	  del	  catabolismo	  e	  della	  via	  di	  ricupero	  dei	  nucleotidi	  purinici	  
1:	   5’	   nucleotidasi;	   2:	   purina	   nucleoside	   fosforilasi;	   3:	   Adenosina	   deaminasi;	   4:	   AMP	  
deaminasi;5:	  guanasi;	  6:	  xantina	  ossidasi;	  7:	  ipoxantina-­‐guanina	  fosforibosiltransferasi;	  8:	  
adenina	   fosforibosiltransferasi;	   9:	   Ado	   chinasi.	   Abbreviazioni:	   PRPP:	   5-­‐fosforibosil-­‐1-­‐
pirofosfato;	  AMP:	  Ado-­‐5’-­‐monofosfato;GMP:	  guanosina-­‐5’-­‐monofosfato;	   IMP:	   inosina-­‐5’-­‐
monofosfato;	   Ade:	   adenina;	   Ado:	   Ado;	  Gua:	   guanina;	   Guo:	   guanosina;	   Hyp:	   ipoxantina;	  
Ino:	  inosina;	  Xan:	  xantina;	  Θ:	  inibizione.	  Da	  Camici	  et	  al.,	  2010.	  
	  
La	   sintesi	  de	  novo	  dei	  nucleotidi	  purinici	   (Fig.1.4)	   inizia	   con	   la	   sintesi	  del	  5-­‐
fosforibosil-­‐1-­‐pirofosfato	   (PRPP)	   a	   partire	   dal	   ribosio-­‐5-­‐fosfato.	   Sul	   PRPP	  
viene	  costruito	  l'anello	  purinico	  con	  l'aggiunta	  di	  uno	  o	  pochi	  atomi	  di	  C	  e	  N,	  
per	   ogni	   reazione,	   donati	   da	   glutammina,	   glicina,	   formiltetraidrofolato,	  
aspartato	   e	   CO2.	   Il	   prodotto	   finale	   è	   l'inosinato	   (IMP)	   che	   può	   essere	  
convertito	   in	   adenilato	   (AMP),	   a	   seguito	   di	   una	   sostituzione	   dell'atomo	   di	  
ossigeno	  sul	  carbonio	  in	  posizione	  6	  con	  un	  gruppo	  amminico,	  o	  in	  guanilato	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(GMP)	   tramite	   l'ossidazione	   dell'inosinato	   a	   xantilato	   (XMP)	   e	   successiva	  


















Fig.	  1.4.	  Schema	  della	  sintesi	  “de	  novo”	  dei	  nucleotidi	  purinici	  e	  la	  sua	  regolazione	  
1:	   fosforibosilpirofosfato	   sintetasi;	   2:	   fosforibosilpirofosfato-­‐amido	   transferasi;	   3:	  
adenilsuccinatoliasi;	   4:	   5-­‐ammino-­‐4-­‐imidazolocarbossamide	   ribotide	   transformilasi/IMP	  
cicloidrolasi;	   5:	   IMP	  deidrogenasi;	   6:	   adenilsuccinato	   sintetasi;	   7:	   guanosin	  monofosfato	  
sintetasi;	  8:	  AMP	  deaminasi;	  9:	  nucleoside	  monofosfato	  chinasi;	  10:	  nucleoside	  difosfato	  
chinasi;	   11:	   ribonucleotide	   reductasi;	   Enzimi	   6,3,	   e	   8	   costituiscono	   il	   ciclo	   dei	   nucleotidi	  
purinici.	  Abbreviazioni:	  AICAR:	  5-­‐amino-­‐4-­‐imidazolocarbossamide	  ribotide;	  FAICAR:	  formil-­‐
AICAR;	   PRA:	   fosforibolsilammine;	   PRPP:	   5-­‐fosforibosil-­‐1-­‐pirofosfato;	   SAICAR:	   succinil-­‐




La	  sintesi	  de	  novo	  e	  la	  via	  di	  recupero	  dei	  nucleotidi	  purinici	  sono	  regolate	  a	  
feed-­‐back	   negativo	   dai	   prodotti	   finali	   quali	   AMP,	   IMP	   e	   GMP,	   mentre	  
l’attività	  degli	  enzimi	  chiave	  nel	  catabolismo	  è	  regolata	  dalla	  disponibilità	  dei	  
substrati.	  Nella	  sintesi	  de	  novo	  sono	  regolate	  le	  attività	  della	  PRPP	  sintetasi,	  
della	   PPRP	   amidotransferasi,	   dell'IMP	   deidrogenasi	   e	   dell'adenilsuccinato	  
sintetasi.	  Nella	   via	   di	   recupero	   è	   regolata	   l'attività	   dell'HPRT	   (Camici	   et	   al.,	  
2010).	   Considerando	   l'importanza	   delle	   purine	   e	   dei	   loro	   derivati	   non	   è	  
strano	   che	   modifiche	   nella	   sintesi	   e	   nel	   catabolismo	   delle	   purine	   possano	  
alterare	   significativamente	   le	   funzioni	   della	   cellula.	   Sebbene	   siano	   stati	  
raccolti	   molti	   dati	   dai	   pazienti	   affetti	   da	   disfunzioni	   nel	   metabolismo	  
purinico,	  molti	  aspetti	   sul	   ruolo	  dei	   composti	  purinici	  nello	   sviluppo	  e	  nelle	  
funzionalità	   di	   molti	   organi	   rimangono	   sconosciuti.	   La	   maggior	   parte	   dei	  
disturbi	  del	  metabolismo	  purinico	  portano	  a	  disturbi	  neurologici,	  ma	  solo	  in	  
pochi	   casi	   è	   stato	   trovato	   il	   collegamento	   molecolare	   tra	   lo	   squilibrio	  
metabolico	   e	   le	   disfunzioni	   neurologiche.	   I	   disturbi	   neurologici	   sono	  
caratterizzati	   da	   una	   grande	   variabilità	   individuale,	   sia	   a	   livello	   d’intensità	  
che	  di	  età	  di	  esordio.	  Deficit	  di	  ADA	  e	  PNP	  sono	  caratterizzati	  da	  disturbi	  del	  
sistema	  immunitario	  accompagnati,	  nella	  maggior	  parte	  dei	  casi,	  da	  problemi	  
neurologici.	  Difetti	  dell'enzima	  HPRT	  provocano	  uno	  squilibrio	  nello	  sviluppo	  
e	   nella	   differenziazione	   dei	   neuroni	   dopaminergici,	   le	   cui	   basi	   molecolari	  
sono	  ancora	  sconosciute	  (Camici	  et	  al.,	  2010).	  
E’	   interessante	   notare	   che	   un	   lieve	   squilibrio	   della	   concentrazione	   delle	  
purine	  potrebbe	  influenzare	  principalmente	  il	  metabolismo	  dei	  nucleotidi	  nei	  
mitocondri	   piuttosto	   che	   nel	   citosol	   o	   nel	   nucleo.	   Le	   riserve	   di	   nucleotidi	  
mitocondriali	   dipendono	   principalmente	   dalla	   via	   di	   recupero	   e	   le	   divisioni	  
mitocondriali	   avvengono	  anche	   in	   cellule	  postmitotiche	   come	   le	   cellule	  del	  
sistema	   nervoso	   centrale.	   Inoltre	   il	   DNA	   mitocondriale	   (mtDNA)	   ha	   un	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sistema	   di	   riparazione	   degli	   errori	   meno	   efficiente	   del	   DNA	   nucleare	  
(Druzhyna	  et	  al.,	  2008).	  
	  
1.4	  La	  biogenesi	  mitocondriale	  	  
La	  biogenesi	  mitocondriale	  può	  essere	  definita	  come	  la	  crescita	  e	  la	  divisione	  
dei	  mitocondri	  preesistenti.	  A	  causa	  della	  loro	  origine	  batterica,	  i	  mitocondri	  
hanno	  un	  proprio	  genoma	  che	  può	  replicare.	  Le	  proteine	  mitocondriali	  sono	  
codificate	  sia	  dal	  genoma	  nucleare	  che	  da	  quello	  mitocondriale.	   Il	  mtDNA	  è	  
una	  molecola	  a	  doppia	  elica	  circolare	  di	   circa	  16,5	  kb	  che	  contiene	  37	  geni	  
che	  codificano	  per	  13	  subunità	  dei	  complessi	  della	  catena	  di	  trasporto	  degli	  
elettroni	   I,	   III,	   IV	  e	  V.	  La	  corretta	  biogenesi	  mitocondriale	  richiede	   la	  sintesi	  
coordinata	   e	   l'importazione	   di	   circa	   1000-­‐1500	   proteine	   codificate	   dal	  
genoma	  nucleare	  e	  sintetizzate	  sui	   ribosomi	  citosolici.	  Questa	  è	   influenzata	  
da	   stress	   ambientali,	   dalla	   restrizione	   calorica,	   dallo	   stress	   ossidativo,	   dalla	  
divisione	   cellulare	   e	   dalla	   differenziazione.	   Inoltre	   si	   hanno	   variazioni	   non	  
solo	  nel	  numero,	  ma	  anche	  delle	  dimensioni	  e	  della	  massa	  dei	  mitocondri.	  Le	  
proteine	  formate	  nel	  citosol	  vengono	  poi	  trasportate	  nel	  mitocondrio	  grazie	  
alla	   presenza	   di	   opportuni	   meccanismi	   di	   trasporto	   sulla	   membrana	  
mitocondriale	  esterna	  ed	  interna	  (Jornayvaz	  and	  Shulman,	  2010).	  
PGC-­‐1α	   (peroxisome	   proliferator-­‐activated	   receptor-­‐γ	   coactivator-­‐1α)	   è	   un	  
importante	  regolatore	  della	  biogenesi	  mitocondriale	  (Puigserver	  et	  al.,	  1998)	  
(Fig.1.5).	  Gli	   esperimenti	   che	  portarono	   alla	   scoperta	   di	   PGC-­‐1α,	   sono	   stati	  
condotti	  sui	  topi	  esposti	  al	  freddo	  (4°C).	  In	  queste	  condizioni	  esperimentali	  si	  
osservava	   un	   aumento	   dell'espressione	   dell'mRNA	   del	   PGC-­‐1α	   nei	   tessuti	  
termogenici.	   Nel	   tessuto	   adiposo	   bruno	   aumentava	   inoltre	   l'espressione	   di	  
enzimi	   mitocondriali	   chiave,	   come	   la	   subunità	   β	   dell’ATP	   sintetasi	   e	   le	  
subunità	   II	   e	   IV	   della	   citocromo-­‐c	   ossidasi.	   PGC-­‐1α	   non	   si	   lega	   al	   DNA	  ma	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attiva	  diversi	  fattori	  di	  trascrizione,	  tra	  cui	  fattori	  respiratori	  nucleari	  (NRF-­‐1	  
e	  2),	  che	  promuovono	  l'espressione	  del	  fattore	  di	  trascrizione	  mitocondriale	  
A	  (Tfam).	  NRF-­‐1	  e	  NRF-­‐2	  interagiscono	  con	  Tfam,	  che	  guida	  la	  trascrizione	  e	  
la	   replicazione	   del	   mtDNA	   (Virbasius	   and	   Scarpulla,	   1994).	   Un	   importante	  
attivatore	  di	   PGC-­‐1α	  è	   la	   protein	   chinasi	   attivata	  da	  AMP	   (AMPK),	   la	   quale	  
regola	   il	   metabolismo	   energetico	   intracellulare	   in	   risposta	   alla	   crisi	  




Fig.	  1.5.	  Vie	  di	  segnalazione	  coinvolte	  nella	  biogenesi	  mitocondriale	  
La	  figura	  illustra	  alcune	  vie	  di	  segnalazione	  che	  causano	  un	  aumento	  della	  trascrizione	  del	  
gene	  PGC-­‐1α,	  che	  si	  traduce	  in	  un	  aumento	  dei	  NRFs,	  che	  portano	  all'espressione	  mtDNA	  e	  
proteine	  mitocondriali,	  favorendo	  così	  la	  biogenesi	  mitocondriale.	  NO	  sintetasi	  endoteliale	  
(eNOS),	  sirtuina	  1	  (SIRT1),	  TORCs	  (transducer	  of	  regulated	  CREB-­‐binding	  protein),	  chinasi	  
dipendente	  da	  AMP	  (AMPK),	  MAPK	  p38	  (proteine	  chinasi	  attivate	  ai	  mitogeni)	  	  (Jornayvaz	  
and	  Shulman,	  2010).	  
26	  
	  
1.5	  I	  mitocondri	  e	  la	  fosforilazione	  ossidativa	  
I	  mitocondri	  eseguono	  diverse	  funzioni	  vitali	  quali	  la	  fosforilazione	  ossidativa,	  
il	   rilascio	   di	   fattori	   apoptotici	   e	   l’integrazione	   dei	   segnali	   dell’apoptosi.	   La	  
maggior	   parte	   dell’energia	   cellulare	   è	   generata	   dalla	   fosforilazione	  
ossidativa,	  un	  processo	  che	  richiede	  l’azione	  orchestrata	  di	  cinque	  complessi	  
enzimatici	   posti	   sulla	   membrana	   mitocondriale	   interna.	   Questi	   complessi	  
eseguono	   due	   reazioni	   principali	   che	   operano	   in	   maniera	   integrata:	   il	  
trasferimento	   esoergonico	   di	   elettroni,	   accoppiato	   alla	   traslocazione	   di	  
protoni	  attraverso	   la	  membrana	   interna	  e	   la	   sintesi	  endoergonica	  di	  ATP.	   Il	  
trasferimento	  elettronico	  e	  il	  pompaggio	  dei	  protoni	  sono	  svolti	  dalla	  catena	  
di	  trasporto	  di	  elettroni	  che	  è	  formata	  da	  quattro	  complessi	  (I-­‐IV)	  (Fig.1.6).	  Il	  
complesso	  I	  o	  NADH-­‐ubichinone	  ossidoreduttasi	  catalizza	  il	  trasferimento	  di	  
elettroni	   del	   NADH	   all'ubichinone.	   Il	   complesso	   II	   o	   succinato-­‐ubichinone	  
ossidoreduttasi	   catalizza	   l'ossidazione	   del	   FADH2.	   Anche	   in	   questo	   caso	  
l'ubichinone	   è	   l'accettore	   di	   elettroni.	   Il	   complesso	   III	   o	   ubichinolo-­‐
ferrocitocromo-­‐C	  ossidoreduttasi	  è	  responsabile	  del	  passaggio	  degli	  elettroni	  
trasferiti	   sull'ubichinone	   dai	   complessi	   precedenti	   al	   citocromo-­‐c.	   Il	  
complesso	   IV	   o	   ferrocitocromo-­‐C-­‐ossigeno	   ossidoreduttasi	   trasferisce	   gli	  
elettroni	   direttamente	   sull'ossigeno	   molecolare.	   Ad	   esclusione	   del	  
complesso	   II	   ogni	   reazione	   è	   accoppiata	   con	   una	   pompa	   protonica	   che	  
trasferisce	   protoni	   verso	   l’esterno	   per	   generare	   il	   potenziale	  
transmembrana.	  La	  sintesi	  di	  ATP	  è	  la	  seconda	  reazione	  fondamentale	  della	  
fosforilazione	  ossidativa	  a	  carico	  del	  complesso	  V	  o	  ATP	  sintasi.	   Il	  gradiente	  
elettrochimico	  generato	  dalla	  catena	  di	  trasporto	  elettronico	  mitocondriale	  è	  




1.6	  Il	  danno	  ossidativo	  mediato	  da	  ROS,	  le	  specie	  reattive	  dell’ossigeno	  
I	  mitocondri	   sono	   la	   principale	   fonte	   di	   specie	   reattive	   dell'ossigeno	   (ROS)	  
intracellulari	  e	  sono	  particolarmente	  vulnerabili	  allo	  stress	  ossidativo.	  I	  danni	  
ossidativi	  ai	  mitocondri	  ne	  danneggiano	  la	  funzione	  e	  portano	  la	  cellula	  alla	  
morte	   attraverso	   l’apoptosi	   o	   la	   necrosi.	   Il	   tipo	   di	  morte	   cellulare	   dipende	  
dalla	  disponibilità	  di	  ATP	   intracellulare:	  mentre	   l’apoptosi	   è	   la	   via	  di	  morte	  
predominante	  in	  presenza	  di	  ATP	  adeguato,	  una	  diminuzione	  significativa	  di	  
ATP	  porta	  a	  morte	  cellulare	  per	  necrosi	  (Szeto,	  2006).	  E'	  stato	  dimostrato	  che	  
la	  disfunzione	  mitocondriale	  e	   lo	  stress	  ossidativo	  giocano	  un	  ruolo	  cruciale	  
nella	  maggior	  parte	  delle	  malattie	  neurodegenerative	  e	  nell’invecchiamento	  
(Savino	  et	  al.,	  2013).	  La	  disfunzione	  dei	  mitocondri	  produce	  ROS	  e	   il	  danno	  
ossidativo	  mediato	  dai	  ROS	  determina	  danni	  mitocondriali	  che	  favoriscono	  la	  
generazione	   di	   più	   ROS.	   Il	   cervello	   potrebbe	   essere	   particolarmente	  
suscettibile	  allo	  stress	  ossidativo	  a	  causa	  della	  sua	  alta	  velocità	  metabolica	  e	  
ridotta	   capacità	   di	   rigenerazione	   cellulare	   dei	   neuroni.	   È	   chiaro	   che	   la	  
riduzione	  dello	   stress	  ossidativo	  mitocondriale	  può	   impedire	  o	   rallentare	   la	  
progressione	   di	   questi	   disturbi	   neurodegenerativi.	   Quindi,	   se	   i	   mitocondri	  
sono	  la	  principale	  fonte	  di	  ROS	  intracellulari	  allora	  sarebbe	  ideale	  fornire	  una	  
terapia	   antiossidante	   in	   grado	   di	   proteggere	   i	   mitocondri	   contro	   lo	   stress	  
ossidativo	   e	   prevenire	   la	   morte	   delle	   cellule	   neuronali	   (Szeto,	   2006).	   Il	  
mtDNA	   è	   più	   vulnerabile	   del	   DNA	   nucleare	   al	   danno	   ossidativo	   perché	   è	  
situato	  più	  vicino	  al	  sito	  di	  generazione	  dei	  ROS,	  manca	  d’istoni	  protettivi	  ed	  
ha	  limitati	  meccanismi	  di	  riparazione.	  
La	   fosforilazione	   ossidativa	   non	   è	   un	   meccanismo	   perfetto,	   infatti	   circa	   lo	  
0,2%	  dell'ossigeno	  consumato	  durante	  la	  respirazione	  non	  è	  completamente	  
ridotto	  ad	  acqua	  ma	  è	  invece	  ridotto	  solo	  parzialmente	  a	  formare	  ROS	  quali	  
anione	  superossido	  (O2-­‐)	  e	  perossido	  di	   idrogeno	  (H2O2)	  che	  possono	  essere	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convertite	  nel	  radicale	  idrossile,	  una	  molecola	  altamente	  reattiva	  (Di	  Donato,	  
2009).	   A	   concentrazioni	   fisiologiche	   i	   ROS	   funzionano	   come	   messaggeri	   e	  
regolatori,	   ma	   a	   concentrazioni	   elevate	   inducono	   modificazioni	   ossidative	  
delle	  macromolecole	  (proteine,	  lipidi,	  acidi	  nucleici)	  e	  promuovono	  la	  morte	  
cellulare	   (Circu	  and	  Aw,	  2010)	  Lo	  stress	  ossidativo	  può	  essere	  scatenato	  da	  
fattori	   ambientali	   come	   radiazioni,	   tossine	   ed	   eventi	   puramente	   stocastici	  
quali	  fluttuazioni	  metaboliche.	  La	  causa	  dello	  stress	  ossidativo	  è	  lo	  squilibrio	  
spazio	   temporale	   tra	   la	   produzione	   e	   la	   detossificazione	   dei	   ROS.	   I	   siti	   di	  
produzione	  dei	  ROS	  nei	  mitocondri	  sono	  molteplici	  e	  la	  quantità	  di	  ROS	  che	  
producono	  è	  molto	  variabile	  a	  seconda	  del	  tessuto	  (e	  della	  specie),	  tuttavia	  i	  
siti	   principali	   sono	   il	   complesso	   I	   e	   il	   complesso	   III	   (Fig.1.6).	   Gli	   elettroni	  
donati	   da	   NADH	   e	   FADH2	   passano	   attraverso	   la	   catena	   di	   trasporto	   degli	  
elettroni	  e	  riducono	  l’ossigeno	  (O2)	  a	  formare	  l’acqua	  (H2O)	  nel	  complesso	  IV.	  
I	  ROS	  mitocondriali	   (mtROS)	   sono	  prodotti	  dalla	   fuoriuscita	  di	  elettroni	   che	  
vanno	  a	  formare	  O2-­‐.	  dai	  complessi	  I	  e	  III.	  Dal	  complesso	  I,	  O2-­‐.	  viene	  prodotto	  
all'interno	  della	  matrice,	  mentre	  dal	  complesso	  III	  viene	  rilasciato	  sia	  verso	  la	  
matrice	   che	   verso	   lo	   spazio	   intermembrane.	   Una	   volta	   generato,	   O2-­‐.	   è	  
trasformato	   ad	   H2O2	   dalla	   superossido	   dismutasi	   1	   (SOD1)	   nello	   spazio	  
intermembrane	   e	   SOD2	   nella	   matrice.	   In	   seguito,	   H2O2	   è	   completamente	  
ridotto	  ad	  acqua	  dalla	  glutatione	  perossidasi	  (GPX).	  Sia	  O2-­‐.	  che	  H2O2	  prodotti	  
in	   questo	   processo	   sono	   considerati	   come	   mtROS	   (Li	   et	   al.,	   2013).	   In	  
condizioni	   normali	   enzimi	   mitocondriali	   come	   la	   manganese	   superossido	  
dismutasi	   e	   la	   glutatione	   perossidasi	   sono	   in	   grado	   di	   mantenere	   un	  
equilibrio	  nella	  concentrazione	  di	  ROS	  nella	  cellula	  minimizzando	  i	  danni	  che	  
possono	   conseguire	   da	   queste	   molecole.	   I	   mitocondri	   sono	   normalmente	  
protetti	  dal	  danno	  ossidativo	  da	  sistemi	  antiossidanti.	  Ad	  esempio	  l’H2O2	  può	  
essere	   rapidamente	   convertita	   ad	   acqua	   dalla	   glutatione	   perossidasi	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mitocondriale,	   che	   ossida	   il	   glutatione	   ridotto	   (GSH)	   a	   glutatione	   ossidato	  
(GSSG).	   La	   glutatione	   riduttasi	   poi	   converte	   il	   GSSG	   a	   GSH.	   Il	   GSH	   viene	  
sintetizzato	  nel	  citoplasma	  a	  partire	  dalla	  cisteina,	  e	  poi	  viene	  trasportato	  nei	  
mitocondri	   da	   specifici	   trasportatori	   (Szeto	   et	   al.,	   2006).	   I	   mitocondri	  
subiscono	  danno	  ossidativo	  quando	  la	  produzione	  di	  ROS	  eccede	  le	  capacità	  
antiossidanti	   dei	  mitocondri.	  Un	   risultato	  dell’ossidazione	  mitocondriale	   è	   il	  
rilascio	  del	  citocromo-­‐c	  nel	  citoplasma.	  Il	  citocromo-­‐c	  è	  normalmente	  legato	  
alla	  membrana	  interna	  mitocondriale	  da	  un’associazione	  con	  la	  cardiolipina.	  
La	  perossidazione	  della	  cardiolipina	  porta	  alla	  dissociazione	  con	  il	  citocromo-­‐
c	  ed	  il	  suo	  rilascio	  attraverso	  la	  membrana	  mitocondriale	  esterna	  (Ott	  et	  al.,	  
2007).	   Il	   rilascio	   del	   citocromo-­‐c	   e	   di	   altri	   fattori	   rappresenta	   un	   evento	  
cruciale	  nella	  via	  intrinseca	  del	  processo	  apoptotico.	  
	  
Fig.	  1.6.	  Mitocondri	  e	  produzione	  dei	  ROS	  	  
O2.-­‐:	  Ione	  superossido¸	  SOD:	  Superossido	  dismutasi,	  GPX:	  	  glutatione	  perossidasi,	  OM:	  






1.7	  Apoptosi:	  via	  estrinseca	  e	  intrinseca	  
L'apoptosi	  è	  la	  morte	  cellulare	  programmata,	  geneticamente	  determinata	  ed	  
estremamente	   regolata,	   che	   interviene	   normalmente	   in	   diversi	   processi	  
fisiologici	  degli	  organismi	  multicellulari.	  L’apoptosi	  ha	  un	  ruolo	  nel	  turnover	  
cellulare,	  nel	  corretto	  sviluppo,	  nel	  funzionamento	  del	  sistema	  immunitario,	  
nell'atrofia	  ormone-­‐dipendente,	  nell’embriogenesi,	  nella	  morfogenesi	  e	  nella	  
morte	  cellulare	  indotta	  chimicamente	  (Galluzzi	  et	  al.,	  2012).	  	  Se	  l’apoptosi	  è	  
incontrollata	   o	   non	   funzionante,	   nei	   primi	   stadi	   di	   sviluppo	   embrionale	   si	  
determinano	   anomalie	   anche	   fatali,	   mentre,	   se	   ciò	   accade	   nell’adulto,	   si	  
possono	  manifestare	  un’ampia	  varietà	  di	  patologie	  neurodegenerative	  come	  	  
danno	   ischemico,	   malattie	   autoimmuni	   e	   molti	   tipi	   di	   cancro	   (Park	   et	   al.,	  
2012).	  Pertanto,	  la	  ricerca	  continua	  a	  concentrarsi	  sulla	  spiegazione	  e	  l'analisi	  
del	   ciclo	   cellulare	   e	   vie	   di	   segnalazione	   che	   controllano	   l’arresto	   del	   ciclo	  
cellulare	  e	  l'apoptosi.	  Il	  processo	  comporta	  specifici	  cambiamenti	  morfologici	  
nella	   cellula,	   ovvero	   la	   rapida	   diminuzione	   del	   volume	   e	   la	   perdita	   delle	  
strutture	   specifiche	  di	  membrana	   (come	   i	  microvilli	   e	   le	   regioni	  di	   contatto	  
tra	   le	  cellule)	  con	  conseguente	  assunzione	  di	  un	  contorno	   liscio	  che	   la	   isola	  
dagli	  elementi	   vitali	   circostanti.	   L’organizzazione	   interna	  permane	  nelle	   fasi	  
precoci	  del	  processo,	  mentre	  a	  livello	  nucleare	  si	  osserva	  la	  disgregazione	  del	  
nucleolo,	   la	   condensazione	   e	   il	   taglio	   della	   cromatina	   in	   frammenti,	   per	  
attivazione	   di	   un’endonucleasi	   CAD	   (“caspase-­‐activated	   DNase”,	  
deossiribonucleasi	   attivata	   dalle	   caspasi).	   Frammenti	   di	  materiale	   nucleare	  
raggiungono	  in	  seguito	  la	  membrana	  plasmatica,	  dove	  vengono	  circondati	  da	  
evaginazioni	  della	  membrana	  stessa	  che	  conferiscono	  alla	  cellula	  un	  aspetto	  
a	  bolle	  (blebbing).	  I	  corpi	  apoptotici	  così	  formati,	  contenenti	  la	  cromatina,	  il	  
citoplasma	  ed	  una	  varietà	  di	  organelli	  intatti,	  si	  staccano	  dal	  corpo	  cellulare	  e	  
vengono	  riconosciuti	  e	  fagocitati	  dai	  macrofagi	  che	  li	  riconoscono	  grazie	  allo	  
31	  
	  
spostamento	  della	  fosfatidilserina	  dal	  versante	  interno	  a	  quello	  esterno	  della	  
membrana	  cellulare.	   In	   seguito	  alla	   fagocitosi	  non	  c’è	   rilascio	  di	   citoplasma	  
nello	  spazio	  extracellulare	  e	  non	  si	  sviluppa	  nessuna	  risposta	   infiammatoria	  
locale	  (	  Kurokawa	  and	  Kornbluth,	  2009).	  	  
La	   morte	   cellulare	   programmata	   può	   essere	   causata	   da	   stimoli	   apoptotici	  
interni,	   che	   innescano	   la	   via	   intrinseca,	   o	  da	   stimoli	   apoptotici	   esterni,	   che	  
attivano	  la	  via	  estrinseca	  (Fig.1.7).	  Queste	  due	  vie	  sono	  differenti	  dal	  punto	  
di	  vista	  molecolare	  (Olsson	  and	  Zhivotovsky,	  2011;	  Galluzzi	  et	  al.,	  2012),	  ma	  
in	  entrambi	  i	  casi	  vengono	  prima	  attivate	  delle	  caspasi	   iniziatrici,	  che	  vanno	  
ad	   interagire	   con	   le	   esecutrici	   attivandole.	   La	   via	   apoptotica	   estrinseca	   è	  
responsabile	   dell'eliminazione	   delle	   cellule	   non	   necessarie	   durante	   lo	  
sviluppo,	   della	   maturazione	   del	   sistema	   immunitario	   e	   della	   rimozione	  
mediata	   dal	   sistema	   immunitario	   delle	   cellule	   tumorali.	   La	   via	   di	  
segnalazione	  mitocondriale	  o	   intrinseca	   integra	  e	  propaga	  segnali	  di	  morte,	  
che	  si	  originano	  dentro	  la	  cellula	   in	  seguito	  al	  danneggiamento	  del	  DNA,	  ad	  
uno	  stress	  ossidativo,	  allo	  shock	  termico,	  all’eliminazione	  di	  fattori	  di	  crescita	  






Fig.	  1.7.	  Via	  estrinseca	  e	  via	  intrinseca	  dell'apoptosi	  (Orrenius	  et	  al.,	  2003)	  
	  
L’innesco	  della	  via	  estrinseca	  è	  dovuta	  all’attivazione	  di	  specifici	  recettori	  di	  
membrana	  chiamati	  recettori	  di	  morte.	  Questi	  appartengono	  alla	  famiglia	  del	  
recettore	  del	  fattore	  di	  necrosi	  tumorale	  (TNFR)	  tra	  i	  quali	  si	  conoscono	  FAS	  
(conosciuto	  anche	  come	  CD95	  o	  Apo-­‐1),	   il	  TNF-­‐R1,	  TRAIL-­‐R2	  e	   infine	   il	  DR3,	  
DR4,	  DR5,	  DR6	  (Ashkenazi	  and	  Herbst,	  2008).	  Questi	  recettori	  possiedono	  un	  
dominio	  extracellulare	  ricco	  di	  cisteina,	  uno	  transmembrana	  idrofobico	  e	  uno	  
citoplasmatico,	   chiamato	   dominio	   di	   morte	   (Death	   Domain:	   DD).	   I	   ligandi	  
possono	  essere	  secreti	  o	  essere	  presenti	   sulla	  superficie	  di	  altre	  cellule	  che	  
entrano	  in	  contatto	  diretto	  con	  quella	  che	  va	  incontro	  ad	  apoptosi.	  Il	  legame	  
recettore-­‐ligando	   induce	  una	   trimerizzazione	  del	   recettore	  e	  un’alterazione	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del	   dominio	   di	   morte	   favorendo	   così	   il	   reclutamento	   delle	   proteine	  
adattatrici	   (Fas-­‐Associated	   Death	   Domain=	   FADD,	   TNFR-­‐Associated	   Death	  
Domain=TRADD	   e	   FLICE-­‐Associated	   Huge	   protein=	   FLASH)	   presenti	   nel	  
citoplasma	   che	   hanno	   una	   sequenza	   omologa	   riconosciuta	   dal	   dominio	   di	  
morte.	   Quindi	   le	   proteine	   adattatrici	   si	   vanno	   a	   legare,	   con	   interazioni	  
omotipiche	   ai	   DD,	   formando	   un	   complesso	   chiamato	   DISC	   (Death-­‐Inducing	  
Signaling	  Complex).	  Grazie	  alla	  presenza	  di	  un	  dominio	  DED	  (Death	  Effector	  
Domain)	  presente	  sul	  DISC,	  questo	  complesso	  recettori-­‐adattatori	  è	  in	  grado	  
di	   legare	   una	   procaspasi	   iniziatrice,	   la	   procaspasi-­‐8.	   Quest’ultima	   viene	  
attivata	   proteoliticamente	   a	   caspasi-­‐8	   la	   quale	   è	   in	   grado	   di	   attivare	   altre	  
proteine	   tra	   cui	   la	   caspasi-­‐3,	   esecutrice	   (Salvesen	   and	  Riedl,	   2008),	   oppure	  
potrebbe	  coinvolgere	  la	  via	  intrinseca	  attraverso	  il	  taglio	  della	  proteina	  BID.	  
In	  tal	  caso	  BID	  trasloca	  al	  mitocondrio	  dove	  promuove	  l’attivazione	  di	  Bax	  e	  
Bak	  (Luna-­‐Vargas	  and	  Chipuk,	  2015).	  	  
Nella	   via	   intrinseca,	   oltre	   alle	   caspasi,	   sono	   coinvolte	   altre	   molecole	  
appartenenti	  alla	  famiglia	  Bcl2,	   il	  citocromo-­‐c	  e	  Diablo/SMAC.	  La	  famiglia	  di	  
geni	  Bcl2	  è	  suddivisa	  in	  tre	  gruppi	  in	  base	  a	  caratteristiche	  sia	  strutturali	  che	  
funzionali	   dei	   rispettivi	   prodotti	   proteici.	   Tra	   gli	   appartenenti	   a	   questa	  
famiglia	   Bcl2	   citiamo	   le	   tre	   proteine	   pro-­‐apoptotiche	   Bax,	   Bak	   e	   BID	   e	   la	  
proteina	  antiapoptotica	  Bcl2.	  Dal	  punto	  di	  vista	  strutturale	  queste	  molecole	  
condividono	   delle	   similitudini,	   infatti	   presentano	   regioni	   conservate	  
chiamate	   BH	   1-­‐2-­‐3-­‐4.	   In	   condizioni	   fisiologiche	   Bak	   e	   Bax	   formano	   degli	  
eterodimeri	   con	   Bcl2	   così	   che	   il	   fattore	   anti-­‐apoptotico	   mantenga	   inattivi	  
quelli	   pro-­‐apoptotici.	   Affinché	   il	   programma	   apoptotico	   abbia	   inizio,	   BID	  
deve	   legare	   Bcl2	   così	   da	   liberare	   Bak	   e	   Bax.	   Le	   due	   molecole	   libere	  
oligomerizzano	   e	   vanno	   ad	   interagire	   con	   la	   membrana	   mitocondriale	  
formandovi	  dei	  pori	  da	  cui	  escono	  fattori	  mitocondriali	  quali	   il	  citocromo-­‐c,	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Diablo,	   ioni	   Ca2+	   e	   il	   fattore	   induttore	   di	   apoptosi	   (AIF)	   (Luna-­‐Vargas	   and	  
Chipuk,	  2015).	  Altre	  proteine	  rilasciate	  dal	  mitocondrio	  potrebbero	  essere	  la	  
causa	  dell'attivazione	  delle	  caspasi.	  E'	  noto	  che	  Omi/HtrA2	  e	  Smac/Diablo	  si	  
legano	   a	   inibitori	   di	   proteine	   apoptotiche	   (IAP),	   promuovendo	   il	   rilascio	   di	  
caspasi	  attive.	  Inoltre	  Omi/HtrA2	  tramite	  la	  sua	  attività	  serin	  proteasica	  puo'	  
degradare	   le	   proteine	   IAP	   (Fiory	   et	   al.,	   2009).	   A	   livello	   del	   citoplasma	   il	  
citocromo-­‐c	   lega	   Apaf-­‐1	   e	   l’ATP,	   il	   complesso	   formato	   è	   in	   grado	   di	  
oligomerizzare	   e	   legare	   la	   procaspasi-­‐9.	   In	   questo	   modo	   si	   forma	  
l’apoptosoma,	   complesso	   proteico	   costituito	   da	   sette	   molecole	  
dell’adattatore	  Apaf-­‐1	  (fattore	  1	  che	  attiva	   l'apoptosi)	  e	  di	  citocromo-­‐c,	  che	  
assieme	  alle	  molecole	  di	  ATP	  reclutano	  altrettante	  molecole	  della	  procaspasi	  
iniziatrice,	   la	   procaspasi-­‐9.	   Sia	   Apaf-­‐1	   sia	   la	   procaspasi-­‐9	   possiedono	   un	  
dominio	   CARD	   (dominio	   di	   reclutamento	   delle	   caspasi)	   grazie	   al	   quale	  
interagiscono	   tra	   loro.	   In	   questo	   complesso	   proteico,	   due	   molecole	   di	  
procaspasi-­‐9	   sono	   vicine	   l’una	   all’altra	   e	   si	   tagliano	   a	   vicenda	   attivandosi.	  
Contemporaneamente	  Diablo,	  che	  ha	  un	  dominio	  di	  legame	  che	  mima	  quello	  
dell’unità	   piccola	   della	   procaspasi	   tagliata,	   lega	   le	   proteine	   inibitrici	  
dell’apoptosi	   (IAP),	   inibendole.	   La	   caspasi-­‐9	   va	   poi	   ad	   attivare	   le	   caspasi	  
effettrici	  -­‐3,	  -­‐6	  e	  -­‐7	  (Kurokawa	  and	  Kornbluth,	  2009).	  	  
	  
1.7.1	  Le	  caspasi	  
Le	   caspasi	   sono	   delle	   proteasi	   che	   contengono	   l’amminoacido	   cisteina	   nel	  
sito	   catalitico	   e	   tagliano	   le	   proteine	   in	   un	   sito	   specifico	   contenente	   acido	  
aspartico.	   Nei	   mammiferi	   sono	   state	   identificate	   una	   dozzina	   di	   caspasi	  
suddivise,	   come	   già	   accennato,	   in	   due	   gruppi:	   caspasi	   iniziatrici	   e	   caspasi	  
esecutrici	  che	  differiscono	  tra	  loro	  non	  solo	  per	  il	  ruolo	  svolto,	  ma	  anche	  per	  
la	   loro	   struttura.	   Infatti,	   le	   caspasi	   iniziatrici	   presentano	   lunghi	   prodomini	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necessari	  al	  reclutamento	  di	  proteine	  adattatrici.	  In	  particolare	  le	  caspasi-­‐8	  e	  
-­‐10	  hanno	  due	  ripetizioni	  in	  tandem	  del	  dominio	  effettore	  della	  morte	  (DED),	  
mentre	  le	  caspasi-­‐2	  e	  -­‐9	  possiedono	  un	  dominio	  CARD	  di	  reclutamento	  per	  le	  
caspasi.	  
Le	  caspasi	  effettrici	   -­‐3,	   -­‐6	  e	  -­‐7	  hanno	  un	  corto	  prodominio	  (Park,	  2012;	  Pop	  
and	  Salvesen,	  2009).	  In	  forte	  contrasto	  con	  le	  caspasi	  iniziatrici,	  gli	  zimogeni	  
delle	  caspasi	  esecutrici	  -­‐3	  e	  -­‐7	  si	  presentano	  nel	  citosol	  come	  dimeri	  inattivi.	  
Sono	  attivati	  dalla	  proteolisi	  dei	  siti	  di	   legame	  tra	   i	  domini,	  ad	  opera	  di	  una	  
caspasi	  iniziatrice	  o	  da	  un’altra	  proteasi.	  Anche	  la	  caspasi-­‐6,	  sebbene	  non	  sia	  
stata	  ampiamente	  studiata,	  è	  classificata	  tra	   le	  caspasi	  esecutrici	  sia	  perchè	  
manca	  di	  un	  lungo	  prodominio	  sia	  perchè	  si	  presume	  agisca	  ad	  un	  livello	  più	  
tardivo	  rispetto	  a	  quelle	   iniziatrici.	   Il	  sito	  attivo	  pare	  sia	  posizionato	  su	   loop	  
flessibili	   piuttosto	   che	   in	   zone	   con	   una	   struttura	   secondaria	   ordinata.	   Le	  
caspasi	  esecutrici	  hanno	  un	  N-­‐terminale	  più	  corto	  rispetto	  a	  quelle	  iniziatrici	  
che	   pur	   non	   prendendo	   parte	   al	   meccanismo	   di	   attivazione,	   è	   tuttavia	  
necessario	   affinché	   esso	   avvenga	   in	   vivo	   (Boatright	   and	   Salvesen,	   2003;	  
Salvesen	  and	  Riedl,	  2008).	  
La	  caspasi-­‐3	  è	  la	  responsabile	  della	  maggior	  parte	  degli	  eventi	  proteolitici	  che	  
avvengono	  durante	  l'apoptosi.	  Studi	  recenti	  hanno	  evidenziato	  il	  suo	  ruolo	  in	  
processi	  non	  apoptotici	  necessari	  per	   il	   funzionamento	  del	  sistema	  nervoso	  
(Yakovlev	  and	  Gulyaeva,	  2011).	  
Tutte	   le	   caspasi	   sono	  presenti	   nelle	   cellule	   in	   forma	   inattiva	   (procaspasi)	   e	  
sono	  attivate	  in	  seguito	  ad	  un	  taglio	  proteolitico	  che	  produce	  un	  frammento	  
contenente	   il	  prodominio	  che	  viene	  scartato	  e	  due	  frammenti,	  uno	  breve	  e	  
uno	   più	   lungo	   che	   si	   uniscono	   in	   un	   dimero	   a	   formare	   la	   caspasi	   attiva.	  
Affinché	   questo	   processo	   abbia	   luogo,	   è	   necessario	   che	   vengano	   inibite	   le	  
proteine	  appartenenti	  alla	   famiglia	  delle	   IAP	   (vedi	  paragrafo	  precedente).	   Il	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compito	   di	   queste	   proteine	   è	   quello	   di	   proteggere	   le	   procaspasi	   da	   un	  
possibile	   taglio	   erroneo	   ed	   eventualmente	   legare	   il	   segmento	   breve,	   per	  
impedire	   la	   formazione	   della	   proteasi	   attiva,	   nel	   caso	   in	   cui	   il	   programma	  
apoptotico	  venga	  erroneamente	  attivato	  (Hunter	  et	  al.,	  2007;	  Troy	  and	  Jean,	  
2014).	  
L’attività	   delle	   caspasi	   può	   essere	   regolata	   anche	   da	   modifiche	   post-­‐
traduzionali	   (ad	   esempio,	   nitrosilazione,	   fosforilazione,	   e	   ubiquitinazione)	  
(Kurokawa	  and	  Kornbluth,	  2009).	  Per	  quanto	  riguarda	  la	  fosforilazione,	  sia	  il	  
processo	  di	  attivazione	  delle	  caspasi	  che	  l'attività	  enzimatica	  intrinseca	  sono	  
sotto	  il	  controllo	  di	  chinasi	  e	  fosfatasi.	  In	  questo	  modo	  è	  possibile	  fissare	  una	  
soglia	   per	   l'induzione	   dell’apoptosi	   in	   risposta	   ad	   alterazioni	   nell'ambiente	  
cellulare	   (per	   esempio,	   dopo	   stimolazione	   con	   fattori	   di	   crescita	   o	  
cambiamenti	   nel	   metabolismo	   cellulare)	   attraverso	   modifiche	   da	   parte	   di	  
chinasi	  e	  fosfatasi	  pro-­‐	  o	  anti	  apoptotiche	  (Kurokawa	  and	  Kornbluth,	  2009).	  
	  
1.8	  MAPK	  	  
Le	  proteine	  chinasi	  attivate	  da	  mitogeno	  (MAPK)	  sono	  una	  famiglia	  di	  chinasi	  
serina/treonina	   che	   comprendono	   tre	   maggiori	   sottogruppi,	   chiamati,	   ERK	  
(Extracellular	   signal–Regulated	   Kinase),	  MAPK	   p38	   e	   JNK	   (c-­‐Jun	   N-­‐terminal	  
Kinases)	  (Kyriakis	  and	  Avruch,	  2012).	  
L’attivazione	   delle	   MAPKs	   è	   onnipresente	   e	   il	   loro	   meccanismo	   di	  
trasduzione	   del	   segnale	   è	   stato	   evolutivamente	   conservato	   nelle	   cellule	  
eucariotiche.	   Le	   molteplici	   vie	   di	   segnalazione	   innescate	   dalle	   MAPK	  
consentono	   risposte	   coordinate	   e	   integrate	   a	   diversi	   stimoli.	  Questi	   stimoli	  
sono	   ormoni,	   fattori	   di	   crescita,	   citochine,	   agenti	   che	   agiscono	   attraverso	  
recettori	   accoppiati	   alla	  proteina	  G	  e	   stress	   ambientali.	   Le	  MAPK	  una	  volta	  
attivate,	  esercitano	   importanti	  effetti	   sulla	   fisiologia	  cellulare	  modulando	   la	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trascrizione	  genica,	  la	  biosintesi	  delle	  proteine,	  il	  ciclo	  cellulare	  e	  l’apoptosi.	  
Le	  MAPKs	   sono	   attivate	   tramite	   simultanea	   fosforilazione,	   ad	   opera	   di	   una	  
MAPK	  chinasi,	  di	   	   residui	  di	   tirosina	   (Tyr)	  e	   treonina	   (Thr)	  che	  si	  vengono	  a	  
trovare	  all'interno	  di	  un	  motivo	  distinto	  ed	  evolutivamente	  conservato,	  Thr-­‐
X-­‐Tyr	  (Kyriakis	  and	  Avruch,	  2012)	  (Fig.1.8).	  
	  
	  
Fig.	  1.8.	  Le	  vie	  di	  segnalazione	  delle	  MAPK	  
Le	   MAPK	   mediano	   diverse	   vie	   di	   segnalazione	   intracellulare	   attivate	   da	   stimoli	  
extracellulari	  quali	   fattori	  di	   crescita	  e	  citochine	  nonché	  da	  stimoli	   intracellulari	   come	   lo	  
stress	  ossidativo.	  Le	  cascate	  di	  segnalazione	  delle	  MAPK	  coinvolgono	  tre	  componenti:	  una	  
MAPK	   chinasi	   chinasi	   (MAP3K),	   una	   MAPK	   chinasi	   (MAP2K),	   e	   una	   MAPK.	   Le	   MAP3K	  
fosforilano	   e	   attivano	   le	   MAP2K,	   le	   quali	   fosforilano	   e	   attivano	   le	   MAPKs.	   Le	   MAPK	  
attivate	   fosforilano	  molecole	   diverse,	   tra	   cui	   fattori	   di	   trascrizione	   come	   c-­‐Jun,	   c-­‐Myc,	   e	  
ATF2	  e	  quindi	  danno	  il	  via	  a	  varie	  risposte	  cellulari	  tra	  cui	  la	  proliferazione,	  la	  migrazione,	  
la	  differenziazione,	   l'apoptosi	   e	   reazioni	   infiammatorie.	   Le	  MAPK	   trovate	  nei	  mammiferi	  
sono:	  la	  chinasi	  Jun	  (JNK),	  MAPK	  p38,	  e	  la	  chinasi	  regolata	  da	  	  segnali	  	  extracellulari	  (ERK).	  
La	  via	  di	  segnalazione	  ERK	  comprende	  MEK	  dalla	  quale	  è	  attivata,	  che	  a	  sua	  volta	  viene	  
attivata	  da	  Raf.	  Raf	  invece	  viene	  	  attivata	  	  da	  Ras,	  in	  seguito	  alla	  stimolazione	  di	  recettori	  
tirosina	   chinasi	   (RTK)	   sulla	   membrana	   plasmatica.	   La	   via	   della	   MAPK	   p38,	   coinvolge	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MAP2K	   come	   MKK3	   e	   MKK6	   le	   quali	   vengono	   attivate	   da	   MAP3K	   come	   	   ASK1,	   TAK1,	  
MEKK1,	  e	  MLK3.	  Queste	  MAP3K	  funzionano	  anche	  nella	  via	  JNK	  (Kim	  and	  Choi,	  2015).	  
	  
1.8.1	  MAPK	  p38	  
Inizialmente	   si	   pensava	   che	   le	   ERK	   fossero	   importanti	   per	   la	   sopravvivenza	  
mentre	  le	  JNK	  e	  p38	  fossero	  sensibili	  allo	  stress	  e	  coinvolte	  nell’apoptosi.	  La	  
regolazione	  dell’apoptosi	  da	  parte	  delle	  MAPK	  è	  più	  complessa	  di	  quanto	  si	  
pensasse	  all’inizio	  e	  spesso	  il	  loro	  ruolo	  è	  controverso	  (Wada	  and	  Penninger,	  
2004).	  
Finora	  sono	  state	  clonate	  quattro	  diverse	  MAPK	  p38	  negli	  eucarioti	  superiori:	  
p38-­‐alfa,	   beta,	   gamma	   e	   delta.	   Queste	  MAPK	   p38	   sono	   codificate	   da	   geni	  
diversi	  ma	  le	  proteine	  hanno	  una	  sequenza	  amminoacidica	  che	  per	  il	  60-­‐70%	  
è	  identica	  (Cuenda	  and	  Rousseau,	  2007).	  	  
In	  risposta	  a	  stimoli	  appropriati	  i	  residui	  di	  treonina	  e	  tirosina	  possono	  essere	  
fosforilati	  da	  tre	  MAPK	  chinasi	  (MAP2K),	  MKK6,	  MKK3	  e	  MKK4	  (Fig.1.8,	  1.9).	  
MKK6	  può	  fosforilare	  tutte	  e	  quattro	  le	  MAPK	  p38,	  mentre	  MKK3	  agisce	  solo	  
su	   p38α,	   p38γ	   e	   p38δ,	   ma	   non	   p38β.	   MKK3	   e	   MKK6	   sono	   altamente	  
specifiche	   per	   MAPK	   p38.	   Inoltre,	   p38α	   può	   essere	   fosforilata	   anche	   da	  
MKK4.	   Le	  MAP2K	   sono	  attivate	  dalla	   fosforilazione	   in	  due	   siti	   conservati	   di	  
serina	  /	   treonina	  del	   loop	  di	  attivazione	  operata	  da	  altre	  chinasi	   specifiche,	  
MAP3K.	  A	  monte	  della	  cascata,	  la	  regolazione	  della	  MAP3K	  è	  più	  complessa,	  
poiché	   coinvolge	   la	   fosforilazione	   di	   chinasi	   della	   famiglia	   STE20	   	   e	   piccole	  
proteine	   	   leganti	   GTP	   della	   famiglia	   Rho,	   nonché	   meccanismi	   basati	  
sull’ubiquitinazione	   (Fig.	   1.9)	   La	   terminazione	   dell’attività	   catalitica	   delle	  
chinasi	   coinvolge	   alcune	   fosfatasi	   che	   hanno	   come	   bersaglio	   i	   residui	   di	  
treonina	  e	  tirosina	  fosforilati	  (Cuadrado	  and	  Nebreda,	  2010).	  
Le	  MAPK	  p38	  sono	  attivate	  da	  una	  vasta	  gamma	  di	   stress	   cellulari	   come	   le	  
radiazione	   UV,	   lo	   shock	   termico,	   alto	   stress	   osmotico,	   lipopolisaccaridi	   o	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inibitori	   della	   sintesi	   proteica,	   da	   citochine	   pro-­‐infiammatorie	   come	   IL-­‐1	  
(interleuchina-­‐1)	   e	   TNF-­‐alfa	   e	   da	   alcuni	   fattori	   di	   crescita	   (Kyriakis	   and	  
Arvuch,	  2012)	  (Fig.	  1.7,	  1.8).	  
Il	   legame	   di	   un	   peptide,	   come	   il	   fattore	   di	   crescita	   epidermico	   (EGF,	  
Epidermal	  Growth	  Factor)	  o	  l’insulina	  o	  altri	  fattori	  di	  crescita	  ai	  loro	  recettori	  
con	  attività	   tirosin-­‐chinasica	   (RTK)	   li	   induce	  a	  dimerizzare,	  questo	   li	  attiva	  e	  
porta	  all’auto-­‐fosforilazione.	  Questa	  fosforilazione	  produce	  siti	  di	  legame	  per	  
proteine	  varie	   le	  quali	  si	  attivano	  a	  vicenda	  e	  portano	  all’attivazione	  di	  Ras.	  
Questa	  proteina	  G	  è	   in	  grado	  di	   stimolare	  molte	  proteine	  effettrici	   le	  quali	  
attivano	  la	  p38	  (Cuadrado	  and	  Nebreda,	  2010).	  	  
Anche	   il	   legame	   del	   TNF	   al	   suo	   recettore	   TNFR	   induce	   un	   cambio	  
conformazionale	  del	  recettore	  cosicché	  vengano	  reclutate	  altre	  proteine.	   In	  
successione	   si	   formano	   catene	   di	   poliubiquitina	   che	   servono	   come	  
impalcatura	   per	   l’oligomerizzazione	   di	   TAK1	   (TGFβ-­‐activated	   kinase	   1),	   la	  
quale	  è	  responsabile	  dell’attivazione	  delle	  MAP2K	  che	  iniziano	  la	  cascata	  per	  
l’attivazione	  di	  p38	  (Clark	  and	  Dean,	  2012).	  
Inoltre	   l'attivazione	   della	   p38	   si	   verifica	   anche	   tramite	   recettori	   accoppiati	  
alle	   proteine	   G	   (GPCR)	   e	   stress	   cellulari.	   Il	   legame	   di	   ormoni,	   fattori	   di	  
crescita,	  neurotrasmettitori,	  e	  altri	  agonisti	  ai	  GPCR	  attivano	   la	   fosfolipasi-­‐C	  
(PLC)	  e	  stimolano	  la	  proteina	  chinasi	  C	  (PKC).	  	  La	  PKC	  quando	  attivata	  stimola	  
diverse	   MAP3K	   che	   portano	   all’attivazione	   della	   p38	   la	   quale	   trasloca	   nel	  
nucleo	  e	  direttamente	  o	  indirettamente	  attiva	  molteplici	  vie	  effettrici	  a	  valle	  





Fig.	  1.9.	  La	  via	  di	  segnalazione	  della	  MAPK	  p38	  
Stimoli	   differenti	   possono	   attivare	   la	   MAPK	   p38.	   Sono	   mostrati	   alcuni	   bersagli	  
rappresentativi	  che	   includono	  protein	  chinasi,	   substrati	  citosolici,	   fattori	  di	   trascrizione	  e	  
fattori	   rimodellanti	   della	   cromatina.	   CHOP,	   C/EBP-­‐homologous	   protein;	   DLK1,	   dual-­‐
leucine-­‐zipper-­‐bearing	   kinase	   1;	   EEA1,	   early-­‐endosome	   antigen	   1;	   eEF2K,	   eukaryotic	  
elongation	   factor	  2	   kinase;	   eIF4E,	   eukaryotic	   initiation	   factor	  4E;	  HMG-­‐14,	  high-­‐mobility	  
group	   14;	   NHE-­‐1,	   Na+/H+	  exchanger	   1;	   PLA2,	   phospholipase	   A2;	   PSD95,	   postsynaptic	  
density	   95;	   Sap1,	   SRF	   accessory	   protein	   1;	   STAT,	   signal	   transducer	   and	   activator	   of	  
transcription;	  TAO,	   thousand-­‐and-­‐one	  amino	  acid;	  TPL2,	   tumour	  progression	   loci	  2;	  TTP,	  
tristetraprolin;	  ZAK1,	   leucine	  zipper	  and	  sterile-­‐α	  motif	  kinase	  1;	  ZNHIT1,	  zinc	  finger	  HIT-­‐







SB203580	   [4-­‐(4-­‐fluorofenil-­‐2-­‐(4-­‐metilsulfinilfenil)-­‐5-­‐(4-­‐piridil)1H-­‐imidazolo]	   è	  
un	  inibitore	  selettivo	  della	  MAPK	  p38	  ampiamente	  utilizzato	  per	  elucidare	  il	  
ruolo	  di	  questa	  chinasi	  (Fig.1.10).	  SB203580	  inibisce	  inoltre	  la	  fosforilazione	  e	  
l’attivazione	  della	  protein	  chinasi	  B	  (PKB/AKT)	  (Lali	  et	  al.,	  2000).	  Viene	  usato	  
a	  concentrazioni	  basse	   (1-­‐10	  μM),	  perché	  a	  concentrazione	  alte	   	   (>	  20	  μM)	  	  
può	  indurre	  l’attivazione	  di	  Raf-­‐1	  (Kalmes	  et	  al.,	  1991).	  
E’	   stato	   dimostrato	   che	   quest’inibitore	   si	   va	   a	   legare	   alla	   tasca	   di	   legame	  
dell’ATP	  nella	  p38	  (Cuenda	  et	  al.,	  1995,	  2007).	  Le	  p38	  α	  e	  β	  vengono	  inibite	  
da	  SB203580	  mentre	  le	  forme	  γ	  e	  δ	  non	  risultano	  inibite	  da	  questa	  molecola.	  
Il	   motivo	   di	   questo	   diverso	   comportamento	   è	   la	   variazione	   della	  
composizione	  amminoacidica	  di	  queste	  quattro	   forme	  che	  va	  ad	   interferire	  
col	  legame	  della	  MAPK	  all’SB203580	  (Kyriakis	  and	  Arvuch,	  2012).	  
	  
Fig.	  1.10.	  Struttura	  chimica	  del	  composto	  SB203580	  (Barancík	  et	  al.,	  2001)	  
	  
1.10	  Neuroblastoma	  
Con	   il	   termine	   neuroblastoma	   ci	   si	   riferisce	   ad	   un	   gruppo	   di	   tumori	  
extracraniali	   originati	   da	   residui	   del	   primitivo	   sistema	   nervoso	   autonomo	  
simpatico.	   Le	   cellule	   neuroectodermiche,	   dalle	   quali	   si	   sviluppano	   i	   tumori	  
neuroblastici,	  hanno	  origine	  dalle	  creste	  neurali	  durante	  lo	  sviluppo	  fetale	  e	  
sono	  destinate	  alla	  zona	  midollare	  adrenergica	  delle	  ghiandole	  surrenali	  e	  al	  
sistema	  nervoso	  autonomo	  simpatico.	  La	  principale	  caratteristica	  clinica	  del	  
neuroblastoma	   è	   l'eterogeneità,	   con	   la	   probabilità	   di	   recupero	   che	   varia	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ampiamente	  a	  seconda	  dell'età	  della	  diagnosi,	  dell'estensione	  della	  malattia	  
e	  della	  biologia	  del	  tumore,	  in	  genere	  i	  tumori	  caratterizzati	  dalla	  presenza	  di	  
neuroblasti	   poco	   differenziati	   sono	   i	   più	   aggressivi.	   Si	   osserva	   un	   ampio	  
spettro	  di	  decorsi	  clinici:	  si	  va	  da	  casi	  di	  regressione	  spontanea,	  di	  sviluppo	  in	  
un	   ganglioneuroma	   benigno,	   fino	   a	   casi	   di	   diffusione	   metastatica	   fatale.	  
Approssimativamente	  la	  metà	  dei	  casi	  è	  classificata	  come	  ad	  alto	  rischio	  per	  
la	   ricaduta	   della	   malattia,	   con	   una	   sopravvivenza	   complessiva	   minore	   del	  
40%,	  malgrado	  la	  terapia	  multimodale	  intensiva	  (Maris	  et	  al.,	  2007).	  
Il	  neuroblastoma	  è	  il	  tumore	  con	  la	  maggiore	  incidenza	  nei	  bambini	  inferiori	  
all'anno	  di	  età.	  Ogni	  anno	  si	  registrano	  circa	  1500	  nuovi	  casi	  in	  Europa	  e	  700	  
negli	   Stati	   Uniti	   e	   in	   Canada	   e	   rappresenta	   il	   28%	   di	   tutte	   le	   diagnosi	   di	  
cancro	   in	   età	   infantile	   di	   questi	   paesi	   (Heck	   et	   al.,	   2009).	   Nonostante	   i	  
progressi	  delle	  ultime	  tre	  decadi,	   il	  neuroblastoma	  è	  ancora	  una	  sfida	  per	   i	  
clinici	  e	   i	  ricercatori	  di	  base.	  La	  comprensione	  delle	  precise	  vie	  metaboliche	  
coinvolte	   nella	   crescita	   e	   nel	   differenziamento	   dei	   neuroblasti	   insieme	   alle	  
alterazioni	  presenti	  nel	  neuroblastoma	  è	  necessaria	  per	   l'identificazione	  dei	  
meccanismi	  molecolari	  coinvolti	  allo	  scopo	  di	  indirizzare	  la	  terapia	  su	  bersagli	  
molecolari	   più	   specifici	   che	   limitino	   il	   rischio	   di	   progressione	   o	   di	   recidiva	  
della	  malattia.	  
	  
1.10.1	  Cellule	  SH-­‐SY5Y	  
La	   linea	   cellulare	   SH-­‐SY5Y	   deriva	   dalle	   cellule	   SK-­‐N-­‐SH,	   originariamente	  
ottenute	  dalla	  biopsia,	  nei	  primi	  anni	  70',	  del	  midollo	  osseo	  di	  una	  paziente	  
affetta	   da	   un	   neuroblastoma	   derivato	   da	   cellule	   gangliari	   adrenergiche.	   Le	  
cellule	  SH-­‐SY5Y	  possiedono	  molte	  caratteristiche	  biochimiche	  e	  funzionali	  dei	  
neuroni	   e	   sono	   state	   ampiamente	   utilizzate	   come	   modello	   neuronale	   fin	  
dagli	  inizi	  degli	  anni	  80'.	  Esse	  presentano	  marcatori	  neuronali	  quali	  tirosina	  e	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dopamina-­‐β-­‐idrossilasi	   e	   proteine	   dei	   neurofilamenti;	   inoltre,	   esprimono	  
recettori	  oppioidi,	  muscarinici	  e	  per	  il	  fattore	  di	  crescita	  neuronale.	  Le	  cellule	  
SH-­‐SY5Y	   possiedono	   la	   capacità	   di	   proliferare	   in	   cultura	   per	   lunghi	   periodi,	  
prerequisito	   necessario	   per	   lo	   sviluppo	   di	   un	   modello	   in	   vitro.	   Essendo	  
derivate	   da	   cellule	   neoplastiche	   immature	   delle	   creste	   neurali,	   possono	  
essere	   indotte	   a	   differenziare	   trattandole	   con	   vari	   agenti,	   tra	   cui	   acido	  
retinoico,	  il	  forbolo	  12-­‐tetradecanoilforbolo-­‐13-­‐acetato,	  BDNF	  (brain-­‐derived	  
neurotrophic	   factor),	   dibutirril	   cAMP,	   purine	   o	   staurosporine.	   Per	   questo	  
motivo	   le	   cellule	   SH-­‐SY5Y	   sono	   state	   ampiamente	   utilizzate	   in	   studi	   che	  
riguardano	   la	   differenziazione	   neuronale,	   il	   metabolismo	   e	   le	   funzioni	  
neuronali	   in	   relazione	   a	   processi	   neurodegenerativi	   e	   neuroadattativi,	   la	  
neurotossicità	   e	   la	   neuroprotezione	   (Påhlman	   et	   al.,	   1990;	   Cheung	   et	   al.,	  
2009;	  Xie	  et	  al.,	  2010;	  Cameron	  et	  al.,	  2014;	  Kermer	  et	  al.,	  2014).	  
	  
1.10.2	  Cellule	  LAN-­‐5	  
Le	   LAN-­‐5	   sono	   una	   linea	   cellulare	   di	   neuroblastoma	   umano	   con	  
caratteristiche	   neuronali.	   Queste	   cellule	   esprimono	   neurofilamenti	   e	   brevi	  
neuriti.	   Inoltre	   esprimono	   modeste	   quantità	   di	   recettori	   del	   fattore	   di	  
crescita	   nervoso	   ad	   alta	   affinità	   mentre	   non	   sono	   rilevabili	   quelli	   a	   bassa	  
affinità	   (Reddy	   et	   al.,	   1991).	   Le	   cellule	   LAN-­‐5	   sono	   state	   utilizzate	   per	   lo	  
studio	   della	   relazione	   esistente	   tra	   la	   tossicità	   cellulare	   e	   l’aggregazione	  
proteica	  (Vetri	  et	  al.,	  2009),	  per	  studiare	  il	  meccanismo	  di	  azione	  del	  peptide	  
beta-­‐amiloide	   (Di	   Carlo	   et	   al.,	   2010)	   e	   per	   identificare	   miRNA	   che	  






1.11	  Modello	  di	  deficienza	  di	  ADA	  in	  cellule	  nervose	  in	  coltura	  	  
Le	   attuali	   terapie	   per	   l’immunodeficienza	   da	   deficit	   dell’ADA	   (ADA-­‐SCID)	  
sono	   in	   grado	  di	   contrastare	   le	   anomalie	   del	   sistema	   immunitario,	  ma	  non	  
hanno	  effetto	  sui	  problemi	  neurologici	  dei	  pazienti.	  Con	  lo	  scopo	  di	  capire	   i	  
meccanismi	   alla	   base	   di	   questi	   problemi,	   in	   studi	   precedenti,	   è	   stato	  
utilizzato	  un	  modello	  di	  cellule	  gliali,	  la	  linea	  ADF,	  derivata	  da	  un	  astrocitoma	  
umano	  e	  un	  modello	  di	  cellule	  neuronali,	  le	  cellule	  SH-­‐SY5Y	  (Garcia-­‐Gil	  et	  al.,	  
2012,	   2015,	   2016).	   Per	   mimare	   la	   deficienza	   di	   ADA	   le	   cellule	   sono	   state	  
trattate	   con	   deossicoformicina	   (dCF),	   un	   inibitore	   specifico,	   aggiungendo	  
inoltre	  dAdo,	  che	  si	  accumula	   in	  assenza	  della	   suddetta	  attività	  enzimatica.	  
La	   deossicoformicina	   è	   un	   inibitore	   non	   competitivo	   dell'enzima	   ADA	   che	  
mima	   strutturalmente	   lo	   stato	   di	   transizione	   che	   si	   ha	   durante	   la	  
deaminazione	  dell'Ado	  ad	  inosina	  (Agarwal	  et	  al.,	  	  1977).	  	  
Queste	  ricerche	  hanno	  evidenziato	  nelle	  cellule	  ADF	  trattate	  con	  dCF	  e	  dAdo	  
una	  diminuzione	  del	  lattato	  rilasciato	  nel	  terreno,	  della	  vitalità	  cellulare,	  dei	  
livelli	  di	  ATP	  e	  della	  carica	  energetica	  e	  un	  accumulo	  di	  dATP,	  un'attivazione	  
della	   caspasi-­‐3	   e	   della	   caspasi-­‐8	   (Fig.1.10	   A	   e	   B)	   (Garcia-­‐Gil	   et	   al.,	   2012,	  
2015).	  L'effetto	  tossico	  dell'accumulo	  di	  dAdo	  sembra	  essere	  dovuto	  alla	  sua	  
fosforilazione	  da	  parte	  dell'adenosina	  chinasi,	  con	  formazione	  di	  dAMP,	  che,	  
per	  successive	  fosforilazioni	  determina	  un	  aumento	  del	  dATP.	  La	  5’-­‐ammino-­‐
5’deossiadenosina	   (NH2-­‐dAdo),	   un	   inibitore	   dell’adenosina	   chinasi,	   riduce	  
drasticamente	   la	   mortalità	   delle	   cellule	   trattate	   portandola	   ai	   livelli	   delle	  
cellule	   controllo	   e	   determina	   un	   aumento	   dei	   livelli	   di	   ATP	   e	   a	   una	  
diminuzione	  dei	  livelli	  di	  dATP	  (Garcia-­‐Gil	  et	  al.,	  2012,	  2015).	  	  Studi	  successivi	  
hanno	  dimostrato	  risultati	  simili	  anche	  nelle	  cellule	  SH-­‐SY5Y,	  mostrando	  una	  
riduzione	   della	   vitalità	   cellulare	   proporzionale	   all’aumento	   delle	  
concentrazioni	  di	  dCF	  e	  dAdo	  in	  combinazione.	  Mentre	  la	  sola	  dCF	  o	  la	  sola	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dAdo	   non	   inducono	   alcuna	   variazione	   della	   vitalità	   (Fig.1.11	   A).	   E’	   stata	  
inoltre	  rilevata	  un’attivazione	  significativa	  delle	  caspasi-­‐8,	  -­‐9	  e	  -­‐3	  (Garcia-­‐Gil	  
et	  al.,	  2016)	  (Fig.1.11	  B).	  	  
	  
	  
Fig.	  1.10	  A-­‐B.	  Effetto	  della	  dCF	  e	  della	  dAdo	   sulla	  vitalità	   cellulare	  e	   sull’attività	  della	  
caspasi-­‐3	  in	  cellule	  di	  astrocitoma	  umano	  
A)	   La	   vitalità	   cellulare	   è	   espressa	   come	   %	   di	   riduzione	   dell'MTT	   dopo	   incubazione,	  
rispettivamente,	   con	  1	  µM	  dCF	  da	   sola	   (colonne	   rigate),	   120	  µM	  dAdo	  da	   sola	   (colonne	  
bianche)	  e	  con	  dCF	  più	  dAdo	  (colonne	  grigie)	  per	  i	  tempi	  indicati	  (Garcia-­‐Gil	  et	  al.,	  2012).	  
B)	  Le	  cellule	  sono	  state	  incubate	  per	  i	  tempi	  indicati	  in	  presenza	  o	  assenza	  di	  1	  µM	  dCF	  e	  
120	  µM	  dAdo.	  L'attività	  della	  caspasi-­‐3	  è	  stata	  misurata	  sugli	  estratti	  proteici	  (Garcia-­‐Gil	  
et	  al.,	  2012).	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Fig.	   1.11	  A-­‐B.	   Effetto	  della	  dCF	  e	  della	  dAdo	   sulla	   vitalità	   cellulare	  e	   sull'attività	  delle	  
Caspasi-­‐3	  in	  cellule	  SH-­‐SY5Y	  
A)	  Le	  cellule	  sono	  state	  preincubate	  per	  30	  minuti	   in	  presenza	  o	  assenza	  di	  dCF	  1	  µM,	  e	  
incubate	  a	  concentrazioni	  diverse	  di	  dAdo	  per	  48	  ore.	  La	  vitalità	  cellulare	  è	  espressa	  come	  
%	  di	  riduzione	  dell'MTT	  dopo	  l’	  incubazione	  (Petrotto,	  2014).	  
B)	  Le	  cellule	  sono	  state	  incubate	  in	  assenza	  (controllo)	  o	  presenza	  di	  dCF	  1	  µM	  e	  dAdo	  60	  
µM	   	  per	   i	   tempi	   indicati.	   L'attività	  della	  caspasi-­‐3	  è	   stata	  misurata	  sugli	  estratti	  proteici	  
(Garcia-­‐Gil	  et	  al.,	  2016).	  
	  
1.12	  Scopo	  della	  tesi	  
Lo	  scopo	  della	  tesi	  è	  stato	  quello	  di	  studiare	  i	  possibili	  meccanismi	  alla	  base	  
delle	  manifestazioni	  neurologiche	  associate	  alla	  deficienza	  di	  ADA.	  Sono	  stati	  
utilizzati	   due	   modelli	   neuronali,	   le	   cellule	   SH-­‐SY5Y	   e	   le	   cellule	   LAN-­‐5	  
entrambe	   derivate	   da	   neuroblastoma	   umano.	   Per	   mimare	   la	   deficienza	   di	  
ADA	  le	  cellule	  sono	  state	  trattate	  con	  dCF,	  un	  inibitore	  specifico	  dell’enzima	  
ADA,	  aggiungendo	  dAdo,	   che	   si	   accumula	   in	  assenza	  della	   suddetta	  attività	  
enzimatica.	  
In	   particolare	   è	   stato	   indagato	   l’effetto	  di	   questo	   trattamento	   su	   i	   livelli	   di	  
ATP	   e	   dATP	   e	   sull’attività	   della	   MAPK	   p38	   che	   potrebbe	   essere	   coinvolta	  
nella	   morte	   cellulare	   apoptosi	   dipendente.	   Inoltre	   è	   stata	   studiata	   la	  












Materiali	  e	  Metodi	  	  
	  
2.1.	  Materiali	  
Acetil-­‐Leu-­‐Glu-­‐His-­‐Asp-­‐pNA	  (LEHD-­‐pNA)	  (substrato	  per	  la	  caspasi-­‐9),	  Ac-­‐IETD-­‐
pNa	   caspasi	   8	   e	  Ac-­‐IETD-­‐pNa	   caspasi	   3,	   albumina	   serica	   bovina,	   anti-­‐IgG	  di	  
coniglio	  coniugato	  con	  	  Alexa	  Fluor	  488	  da	  Life	  Technologies	  (Monza,	  Italia),	  
anti	   IgG	   di	   coniglio	   coniugato	   alla	   perossidasi	   di	   rafano,	   anti	   p38,	   anti	   p38	  
fosforilata,	   Santa	   Cruz,	   cocktail	   di	   inibitori	   delle	   proteasi,	   deossiadenosina,	  
bromuro	  di	  3-­‐(4,5-­‐dimetiltiazol-­‐2-­‐il)-­‐2,5-­‐difeniltetrazolio	  (MTT),	  dCF	  da	  Tocris	  
(Bristol,	   UK),	   dimetilsulfossido	   (DMSO)	   da	   Carlo	   Erba	   (Milano,	   Italia),	  
Dulbecco’s	   modified	   Eagle’s	   medium	   (DMEM),	   lattato	   deidrogenasi,	   acido	  
etilendiamminotetracetico	  (EDTA)	  da	  Sigma,	  MitoTracker	  Green	  (MT-­‐Green),	  
tetrametilrodamina	   metil	   estere	   (TMRM)	   e	   MitoTracker	   Red	   CM-­‐H2XROS	  
(MT-­‐ROS)	   da	  Molecular	   Probes,	   Invitrogen	   (San	  Giuliano	  Milanese,	  Milano,	  
Italia),	  siero	  di	  capra	  	  da	  Vector	  Laboratories	  (Peterborough,	  UK),	  	  penicillina,	  
streptomicina,	   tripsina,	   siero	   fetale	   bovino	   (FBS),	   RPMI	   1640	  e	   glutammina	  
da	   Euroclone	   (Pero,	   Milano,	   Italia),	   tampone	   di	   lisi	   per	   caspasi	   Biovision,	  
tampone	  di	  reazione	  per	  caspasi	  Biovision	  (Mountain	  View,	  USA);	  SB203580	  
da	   AdipoGen	   (Liestal,	   Switzerland),	   le	   linee	   cellulari	   di	   neuroblastoma	  
umano,	   SH-­‐SY5Y	   e	   LAN-­‐5	   sono	   state	   gentilmente	   donate	   rispettivamente	  
dalla	   Prof.ssa	   Arcangeli,	   Università	   di	   Firenze	   e	   dalla	   	   Prof.ssa	  M.	   Di	   Carlo,	  






2.2.	  Condizioni	  di	  coltura	  cellulare	  
Le	   cellule	   SH-­‐SY5Y	   sono	   coltivate	   in	   terreno	   DMEM	   a	   cui	   viene	   aggiunto	   il	  
10%	  di	   FBS,	   2	  mM	  di	   glutammina,	   100	  UI/mL	  di	   penicillina	  e	  100	  μg/mL	  di	  
streptomicina	  (terreno	  completo).	  
Le	  cellule	  LAN-­‐5	  sono	  coltivate	  in	  terreno	  RPMI	  1640	  a	  cui	  viene	  aggiunto	  il	  
10%	  di	   FBS,	   2	  mM	  di	   glutammina,	   200	  UI/mL	  di	   penicillina	  e	  200	  μg/mL	  di	  
streptomicina.	  Sia	   le	  cellule	  SH-­‐SY5Y	  che	  le	  cellule	  LAN-­‐5	  vengono	  tenute	  in	  
un	   incubatore	   a	   37°C	   in	   atmosfera	   umidificata	   con	   il	   5%	   di	   CO2.	   Le	   cellule	  
vengono	   fatte	   crescere	   in	   piastre	   per	   colture	   cellulari	   Sarstedt.	   Raggiunta	  
circa	  l'80%	  di	  confluenza	  il	  terreno	  è	  rimosso,	  eliminando	  le	  cellule	  morte	  che	  
si	   sono	   staccate	   dal	   fondo	   della	   piastra.	   La	   piastra	   viene	   lavata	   con	   un	  
tampone	   fosfato	   10	   mM	   contenente	   150	   mM	   di	   NaCl	   a	   pH	   7,4	   (PBS)	   per	  
allontanare	  residui	  di	  terreno	  di	  coltura	  che	  contiene	  inibitori	  della	  tripsina.	  
A	  questo	  punto	  viene	  aggiunta	  tripsina	  0,25%	  -­‐	  EDTA	  0,02%	  lasciandola	  agire	  
per	  5	  minuti,	  a	  37°	  C	  in	  incubatore,	  in	  modo	  che	  separi	  le	  cellule	  le	  une	  dalle	  
altre	  e	  dal	  fondo	  della	  piastra.	  La	  tripsina	  è	  un	  enzima	  proteolitico	  che	  agisce	  
rompendo	  i	  legami	  peptidici	  delle	  proteine	  extracellulari	  che	  costituiscono	  il	  
substrato	  su	  cui	  le	  cellule	  sono	  ancorate.	  Al	  termine	  dei	  5	  minuti	  si	  osservano	  
le	   cellule	   al	   microscopio	   ottico	   per	   verificare	   l'effettiva	   separazione	   e	   si	  
risospendono	   in	   terreno	   completo	   per	   fermare	   l'azione	   della	   tripsina.	  
Un'aliquota	  di	  questa	  sospensione	  viene	  aggiunta	  a	  una	  piastra	  con	  terreno	  
sufficiente	  a	  ristabilire	  le	  condizioni	  iniziali.	  
	  
2.3	  Congelamento	  e	  scongelamento	  delle	  cellule	  
Per	  congelare	  le	  cellule	  si	  prepara	  un	  terreno	  di	  congelamento	  costituito	  da	  
FBS	   (50%),	   DMEM	   (o	   RPMI-­‐1460)	   (40%)	   e	   DMSO	   (10%).	   Raggiunta	   la	  
confluenza,	   le	   cellule	   vengono	   staccate	   dalla	   piastra	   con	   la	   tripsina	   e	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vengono	  centrifugate	  a	  300	  g	  per	  6	  minuti	  a	  4°C;	  si	  scarta	  il	  sopranatante	  e	  le	  
cellule	  contenute	  in	  una	  piastra	  da	  10	  cm	  di	  diametro	  vengono	  risospese	  in	  1	  
mL	  di	  terreno.	  Le	  fiale	  da	  congelamento	  contenenti	  le	  cellule	  vengono	  poste	  
a	   -­‐80°C;	   dopo	   almeno	   24	   h	   vengono	   trasferite	   nel	   contenitore	   per	   l’azoto	  
liquido.	   Per	   scongelare	   le	   cellule	   si	   prelevano	   le	   fiale	   dal	   congelatore	  o	  dal	  
contenitore	  per	  l’azoto	  liquido	  e	  vengono	  incubate	  in	  un	  bagno	  termostatico	  
a	  37°C	  per	  qualche	  minuto	  per	  far	  sì	  che	  lo	  scongelamento	  avvenga	  in	  modo	  
rapido	   ed	   uniforme.	   Subito	   dopo	   le	   cellule,	   con	   il	   loro	   terreno	   di	  
congelamento,	  vengono	  diluite	  con	  7	  mL	  di	  terreno	  di	  coltura	  e	  centrifugate	  
a	   300	   g	   per	   6	   minuti	   a	   temperatura	   ambiente.	   Il	   sopranatante	   viene	  
eliminato	   ed	   il	   pellet	   risospeso	   in	   10	  mL	   di	   terreno	   completo	   descritto	   nel	  
paragrafo	   precedente,	   viene	   trasferito	   a	   una	   piastra	   da	   10	   centimetri	   di	  
diametro.	  
	  
	  	  	  	  2.4	  Condizioni	  sperimentali	  utilizzate	  per	  i	  trattamenti	  con	  dCF	  e	  dAdo	  
Le	  cellule	  SH-­‐SY5Y	  e	  le	  LAN-­‐5	  sono	  coltivate	  partendo	  da	  una	  densità	  di	  2x105	  
per	   cm2.	   Dopo	   tre	   giorni	   di	   coltura	   il	   terreno	   viene	   eliminato	   e	   le	   piastre	  
vengono	   lavate	   con	   PBS.	   Le	   cellule	   sono	   preincubate	   per	   30	   minuti	   in	  
presenza	   o	   assenza	   di	   1	   μM	   dCF	   e	   diverse	   concentrazioni	   di	   SB203580	   in	  
DMEM	  contenente	  10	  mM	  glucosio	   e	   incubate	   	   poi	   con	  dAdo	  60	  μM	  per	   i	  
tempi	   indicati	   negli	   esperimenti.	   Il	   volume	   finale	   è	   100	  μL	   in	   piastre	   da	   96	  
pozzetti	   per	   i	   saggi	   di	   vitalità,	   250	   μL	   in	   piastre	   da	   24	   pozzetti	   per	   la	  
determinazione	   dei	   metaboliti	   purinici	   e	   per	   le	   analisi	   al	   microscopio	  
confocale	  e	  7,2	  ml	  in	  piastre	  da	  10	  cm	  di	  diametro	  per	  la	  misura	  dell’attività	  





2.5	  Saggio	  bromuro	  di	  3-­‐[4,5-­‐dimetiltiazol-­‐2-­‐il]-­‐2,5-­‐difenil	  tetrazolio	  (MTT)	  
Il	   saggio	  dell'MTT	  viene	  usato	  per	   testare	   il	   grado	  di	   vitalità	  delle	   cellule	   in	  
coltura	   (Liu	   and	   Schubert,	   1997).	   Si	   basa	   sulla	   trasformazione	   dell'MTT,	  
sostanza	   di	   colore	   giallo,	   in	   formazano,	   sostanza	   di	   colore	   viola.	   Le	  
deidrogenasi	  mitocondriali	  delle	  cellule	  vitali	  sono	  in	  grado	  di	  tagliare	  l’anello	  
tetrazolico	   dell’MTT	   determinando	   la	   formazione	   di	   sali	   violacei	   che	   non	  
passano	   la	  membrana	   plasmatica	   e	   si	   accumulano	   all'interno	   della	   cellula.	  
Dopo	   i	   diversi	   trattamenti	   si	   aggiunge	   MTT	   sciolto	   in	   PBS	   ad	   una	  
concentrazione	  finale	  pari	  a	  0,5	  mg/mL	  e	  si	  incuba	  a	  37°C	  per	  60	  minuti	  per	  
le	   cellule	   SH-­‐SY5Y	   e	   120	   minuti	   per	   le	   LAN-­‐5.	   Terminato	   il	   periodo	  
d’incubazione	   l'MTT	  più	   il	   terreno	  di	   coltura	   vengono	  eliminati	   dai	   pozzetti	  
facendo	   attenzione	   a	   non	   staccare	   le	   cellule	   dal	   fondo	   dopodiché	   viene	  
aggiunto	  DMSO	  per	  sciogliere	  i	  sali	  di	  formazano.	  La	  piastra	  viene	  agitata	  per	  
10	   minuti	   a	   temperatura	   ambiente.	   Per	   quantificare	   il	   grado	   di	   vitalità	  
cellulare	   viene	   effettuata	   la	   lettura	   dell’assorbanza	   tramite	   un	   lettore	   di	  
piastre	  ELISA,	  ad	  una	  lunghezza	  d'onda	  di	  570	  nm.	  
Il	   saggio	   dell'MTT	   è	   stato	   condotto	   con	   8	   repliche	   per	   condizione	   in	   ogni	  
esperimento.	  
	  
2.6	  Determinazione	  dei	  metaboliti	  purinici	  	  
Per	  la	  determinazione	  di	  ATP	  e	  dATP	  le	  piastre	  vengono	  lavate	  due	  volte	  con	  
2	  mL	   di	   soluzione	   fisiologica	   fredda	   e	   tenute	   per	   15	  minuti	   con	   0,1	  mL	   di	  
acido	   perclorico	   0,6	   M	   freddo.	   Le	   cellule	   sono	   raccolte	   con	   un	   apposito	  
rastrello	   e	   vengono	   centrifugate	   a	   10000	   g	   per	   5	  minuti.	   Il	   sopranatante	   è	  
trasferito	   ad	   un'altra	   provetta,	   	   neutralizzato	   con	   15	   μL	   di	   K2CO3	   3,5	  M	   e	  
centrifugato	   	  di	  nuovo	  a	  10000	  g	  per	  5	  minuti.	   Il	  pellet	  viene	  scartato	  ed	   il	  
resto	   è	   analizzato	   tramite	   	   HPLC	   in	   maniera	   simile	   a	   quanto	   descritto	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precedentemente	  da	  Balestri	  et	  al.	  (2007).	  Tramite	  un	  software	  si	  analizzano	  
i	  picchi	  relativi	  a	  ATP	  e	  dATP.	  Gli	  esperimenti	  sono	  stati	  condotti	  in	  triplicato.	  
	  
2.7	  Preparazione	  dell’estratto	  proteico	  per	  la	  misura	  dell’attività	  della	  p38p	  
Le	   cellule	   vengono	   coltivate	   in	   piastre	   da	   10	   cm	  di	   diametro	   e	   incubate	   in	  
presenza	   o	   assenza	   	   di	   dCF	   e	   dAdo	   per	   il	   periodo	   di	   tempo	   indicato	   negli	  
esperimenti.	   Una	   volta	   terminato	   il	   trattamento	   si	   preleva	   il	   terreno	   di	  
coltura	  che	  potrebbe	  contenere	  cellule	  in	  sospensione	  e	  si	  trasferisce	  in	  una	  
provetta	  da	  15	  mL.	  A	  questi	  si	  aggiunge	  la	  sospensione	  ottenuta	  rastrellando	  
le	  cellule	   rimaste	  aderenti	  alla	  piastra	  dopo	  aver	  aggiunto	  PBS	  +	   inibitori	  di	  
fosfatasi	   (2	  mM	  sodio	  vanadato,	  15	  mM	  sodio	  pirofosfato	  e	  20	  mM	  NaF).	   Il	  
tutto	  è	  poi	  centrifugato	  a	  400	  g	  per	  6	  minuti	  a	  4°C,	  lavato	  con	  PBS	  +	  inibitori,	  
centrifugate	  di	  nuovo	  a	  400g	  per	  6	  min	  a	  4°C,	   risospese	   in	  1,5	  mL	  di	  PBS	  +	  
inibitori,	  trasferite	  a	  provette	  da	  1,5	  mL	  e	  così	  centrifugate	  a	  400	  g	  per	  6	  min	  
a	  4°C.	  Eliminato	  il	  sopranatante,	  il	  pellet	  viene	  risospeso	  in	  50	  μL	  di	  tampone	  
di	  lisi	  (1%	  Nonidet-­‐P40	  in	  Tris	  pH	  7,5	  50mM	  contenente	  120	  mM	  NaCl,	  1	  mM	  
EDTA,	  6	  mM	  EGTA,	  15	  mM	  Na	  pirofosfato,	  20	  mM	  NaF,	  cocktail	  di	  inibitori	  di	  
proteasi,	  2	  mM	  sodio	  vanadato),	  si	  agitano,	  si	  incubano	  a	  4°C	  per	  30	  minuti	  e	  
si	   centrifugano	   a	   10000	   g	   per	   15	   minuti	   a	   4°C.	   Il	   sopranatante	   viene	  
aliquotato	   e	   congelato	   a	   -­‐80°C	   fino	   al	   momento	   dell'utilizzo	   per	   gli	  
esperimenti	   di	   Western	   Blot	   riservando	   un'aliquota	   per	   la	   determinazione	  







2.8	   Preparazione	   dell'estratto	   proteico	   per	   la	   misura	   dell’attività	   delle	  
caspasi	  
Le	  cellule	  vengono	  coltivate	  e	  trattate	  in	  piastre	  da	  10	  cm	  di	  diametro,	  come	  
descritto	  precedentemente.	  Una	  volta	  terminato	   il	   trattamento	  si	  preleva	   il	  
terreno	  di	  coltura	  e	  si	  trasferisce	  a	  una	  provetta	  da	  15	  mL,	  si	   lava	  la	  piastra	  
con	  PBS	  che	  viene	  poi	  travasato	  alla	  provetta.	  A	  questo	  punto	  s’incubano	  le	  
cellule	  rimaste	  aderenti	  alla	  piastra	  con	  tripsina	  5	  minuti,	  a	  37°.	  L’azione	  della	  
tripsina	  si	  blocca	  con	  3	  mL	  di	  terreno	  contenente	  10%	  di	  FBS	  e	  il	  tutto	  viene	  
raccolto	   nella	   provetta.	   Per	   cercare	   di	   recuperare	   più	   cellule	   possibili	   la	  
piastra	   viene	   ulteriormente	   lavata	   con	   PBS.	   La	   provetta	   da	   15	   mL	   viene	  
centrifugata	  a	  400	  g	  per	  6	  minuti.	  Dopo	  un	  lavaggio	  con	  3	  mL	  di	  PBS,	  il	  pellet	  
viene	   sospeso	   in	   1	   mL	   di	   PBS,	   trasferito	   a	   una	   provetta	   da	   1,5	   mL	   e	  
centrifugato	   a	   400	   g	   per	   6	   minuti.	   Il	   sopranatante	   viene	   eliminato	   e	   si	  
aggiungono	   al	   pellet	   50	   μL	   di	   tampone	   di	   lisi	   (Biovision)	   (circa	   10	   μL	   per	  
milione	   di	   cellule).	   Si	   agitano	   le	   provette	   e	   s’incubano	   10	  minuti	   a	   4°C,	   al	  
termine	   dei	   quali	   vengono	   centrifugate	   per	   1	   minuto	   a	   10000	   g.	   Il	  
sopranatante	   che	   verrà	   utilizzato	   per	   la	   misurazione	   dell'attività	   delle	  
caspasi,	   è	   congelato	   a	   -­‐80°C	   fino	   al	   momento	   dell'utilizzo	   riservando	  
un'aliquota	   per	   la	   determinazione	   della	   concentrazione	   proteica.	   Ogni	  
esperimento	   di	   misura	   dell'attività	   delle	   caspasi	   è	   condotto	   in	   triplicato	   o	  
quadruplicato.	  
	  
2.8.1	  Misura	  attività	  caspasi-­‐3	  
La	  misurazione	  dell’attività	  della	  caspasi-­‐3	  viene	  effettuata	  a	  37	  °C	  in	  piastre	  
da	  96	  pozzetti,	  contenenti	  60	  o	  180	  µg	  di	  proteine	  (cellule	  SH-­‐SY5Y	  e	  LAN-­‐5	  
rispettivamente)	  	  in	  un	  volume	  di	  50	  µL	  di	  tampone	  di	  lisi,	  50	  µL	  di	  Buffer	  2x	  	  
Biovision,	   1	   µL	   di	   DTT	   1M	   e	   1	   µL	   di	   substrato	   della	   caspasi	   3	   (Ac-­‐DEVD	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coniugato	  alla	  paranitroanilina)	  10	  mM.	  Si	  agita	  la	  piastra	  per	  1	  minuto	  a	  500	  
RPM	  e	  successivamente	  si	  misura	  l’assorbanza	  a	  405	  nm	  ogni	  ora	  per	  4	  volte	  
in	   un	   lettore	   di	   piastre	   Ultra	   Microplate	   Reader	   Bio-­‐TEK	   Instruments,	   Inc,	  
utilizzando	   il	   software	   KC	   Junior.	   La	   variazione	   di	   assorbanza	   è	   dovuta	   alla	  
liberazione	   di	   paranitroanilina	   prodotta	   dall'azione	   della	   caspasi	   sul	   suo	  
substrato.	  
	  
2.8.2	  Misura	  attività	  caspasi-­‐8	  	  
La	  misurazione	  dell’attività	  della	  caspasi-­‐8	  viene	  effettuata	  in	  modo	  simile	  a	  
quello	  descritto	  per	  la	  caspasi-­‐3	  (vedere	  paragrafo	  2.8.1),	  ma	  in	  questo	  caso	  
vengono	  utilizzati	  100	  μg	  di	  proteine	  sempre	  in	  50	  μL	  di	  tampone	  di	  lisi	  e	  la	  
miscela	  di	  reazione	  contiene	  2	  μL	  di	  Ac-­‐IETD-­‐pNa	  10	  mM.	  
	  
2.8.3	  Misura	  attività	  caspasi-­‐9	  
Per	  la	  misura	  dell’attività	  della	  caspasi-­‐9	  vengono	  utilizzati	  150	  μg	  di	  proteine	  
e	   la	  miscela	  di	  reazione	  contiene	  2	  μL	  di	  substrato	  della	  caspasi	  9	  Ac-­‐LEHD-­‐	  
coniugato	  alla	  paranitroanilina,	  10	  mM.	  	  
	  
2.9	  Determinazione	  della	  concentrazione	  proteica	  
Per	   stimare	   la	   quantità	   delle	   proteine	   negli	   estratti	   cellulari	   si	   utilizza	   il	  
metodo	  spettrofotometrico	  di	  Bradford	   (Bradford,	  1976).	  Questo	  metodo	  è	  
un	  semplice	  procedimento	  costituito	  da	  un	  unico	  passaggio	  in	  cui	  il	  colorante	  
Bradford	   (Bio-­‐Rad)	   è	   aggiunto	   ai	   campioni	   e	   dopo	   10	   minuti,	   si	   misura	  
l’assorbimento	   a	   595	   nm	   (blu).	   Il	   colorante	   non	   legato	   assorbe	   a	   465	   nm	  
(rosso)	  e	  diventa	  blu	  quando	  si	   lega	  alle	  proteine	  presenti	  nei	   campioni.	  Ai	  
valori	   di	   assorbanza	   dei	   campioni	   viene	   sottratto	   il	   valore	   del	   bianco.	   La	  
54	  
	  
misura	   di	   assorbanza	   netta	   s’interpola	   in	   una	   retta	   costruita	   con	   diverse	  
concentrazioni	  di	  albumina	  di	  siero	  bovino.	  
	  
2.10	  Western	  Blot	  
È	  una	  tecnica	  immunochimica	  che	  permette	  di	  identificare	  la	  presenza	  di	  una	  
determinata	   proteina	   in	   una	   miscela	   di	   proteine	   separate	  
elettroforeticamente,	   mediante	   il	   riconoscimento	   da	   parte	   di	   anticorpi	  
specifici.	  	  
Preparazione	  dei	  campioni	  
Ad	   una	   aliquota	   di	   lisato	   ottenuta	   come	   descritto	   nel	   paragrafo	   2.7	   si	  
aggiunge	   sample	   buffer	   concentrato	   per	   raggiungere	   una	   concentrazione	  
finale	  pari	  a:	  0.0625	  M	  Tris-­‐HCl	  pH	  6.8,	  2%	  SDS,	  5%	  beta-­‐mercaptoetanolo,	  
10%	   glicerolo,	   0,02%	   di	   blu	   di	   bromofenolo.	   Le	   proteine	   si	   denaturano	  
mediante	  ebollizione	  per	  5	  minuti.	  Sono	  stati	  caricati	  60	  μg	  di	  proteine	  per	  
pozzetto.	  
Preparazione	  dei	  gel	  di	  poliacrilammide	  
Il	   gel	   è	   composto	  da	  due	  parti:	   lo	   stacking	  gel,	   posto	  nella	  parte	   superiore	  
che	   rappresenta	   la	   porzione	   di	   gel	   all’interno	   del	   quale	   vengono	   creati	   i	  
pozzetti	  di	  caricamento	  e	  il	  running	  gel	  che	  invece	  rappresenta	  la	  porzione	  di	  
gel	  dove	  avviene	  la	  separazione	  delle	  proteine	  in	  base	  alle	  loro	  dimensioni.	  Il	  
running	   gel	   al	   15%	   si	   ottiene	   grazie	   alla	   polimerizzazione	   di	   una	   soluzione	  
costituita	   da:	   2,2	  mL	   di	   acqua,	   2,6	  mL	   di	   Tris-­‐HCl	   1,5	  M	   pH	   8,8,	   100	   μL	   di	  
dodecilsolfato	  di	  sodio	  (SDS)	  10%,	  100	  µL	  di	  ammonio	  persolfato	  10%,	  5	  mL	  
di	  acrilammide	  30%	  e	  8	  µL	  di	  tetrametiletilendiammina.	  
I	  2	  mL	  di	  stacking	  invece	  si	  preparano	  mettendo:	  1360	  mL	  di	  acqua,	  260	  µL	  di	  
Tris-­‐HCl	   1M	  pH	   6,8,	   20	   µL	   di	   SDS	   10%,	   340	   µL	   di	   acrilamide	   30%,	   20	   µL	   di	  
ammonio	   persolfato	   10%,	   3	   µL	   di	   tetrametiletilendiammina.	   Dopo	   la	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polimerizzazione	  della	  soluzione	  del	  running	  gel	  nell’intercapedine	  tra	  le	  due	  
lastrine	  (45	  minuti	  circa)	  si	  aggiunge	  lo	  stacking	  e	  s’inserisce	  il	  pettine	  per	  la	  
formazione	  dei	  pozzetti.	  Una	  volta	  polimerizzato	  lo	  stacking	  gel	  si	  caricano	  i	  
campioni	  e	  uno	  standard	  che	  contiene	  una	  miscela	  commerciale	  di	  proteine	  
con	  peso	  molecolare	  noto,	  le	  quali	  formano	  bande	  colorate,	  che	  permettono	  
la	   visualizzazione	   delle	   proteine	   e	   il	   calcolo	   approssimativo	   del	   peso	  
molecolare.	   La	   cameretta	   elettroforetica	   viene	   riempita	   con	   il	   tampone	   di	  
corsa	  (25	  mM	  Tris	  pH	  8,3	  ,	  192	  mM	  glicina,	  0,1%	  SDS	  disciolti	  in	  H2O	  milliQ);	  
viene	  applicata	  la	  tensione	  elettrica	  (200	  V	  	  per	  circa	  45	  minuti),	  le	  proteine	  
migreranno	  verso	  il	  polo	  positivo	  separandosi	  in	  base	  alla	  carica	  che	  l’SDS	  ha	  
loro	  conferito.	  	  
Trasferimento	  delle	  proteine	  
Una	   volta	   terminata	   la	   corsa	   elettroforetica	   si	   passa	   al	   trasferimento	   delle	  
bande	   dal	   gel	   alla	   membrana	   di	   fluoruro	   di	   polivinilidene	   (PVDF)	  
precedentemente	   bagnata	   in	   metanolo	   e	   equilibrata	   con	   tampone	   	   di	  
trasferimento	   (25	   mM	   Tris	   pH	   8,3	   e	   192	   mM	   glicina,	   contenente	   20%	  
metanolo)	  utilizzando	  Trans	  Blot	  Turbo	  (Bio-­‐Rad).	  La	  membrana	  e	  la	  carta	  da	  
filtro	  sono	  equilibrate	  per	  15	  minuti	  nel	  tampone	  di	  trasferimento.	  Si	  prepara	  
un	   sandwich	   con	   carta	   da	   filtro,	   membrana,	   gel	   e	   carta	   da	   filtro.	   Il	  
trasferimento	  avviene	  in	  7	  minuti	  a	  25	  mA.	  	  	  
Incubazione	  con	  anticorpi	  
Dopo	  5	  lavaggi	  con	  una	  soluzione	  di	  Tris	  pH	  7,4	  10	  mM,	  150	  mM	  NaCl,	  0,5%	  
Tween	   20	   (TTBS),	   le	   membrane	   vengono	   bloccate	   mantenendole	   in	  
agitazione,	  con	  15	  mL	  di	  soluzione	  di	  bloccaggio	  (latte	  scremato	  Fluka	  al	  3%	  	  
in	   TTBS)	   per	   1	   ora.	   Questo	   passaggio	   è	   necessario	   per	   impedire	   il	   legame	  
degli	   anticorpi	   in	  modo	   aspecifico.	   Dopo	   5	   lavaggi	   con	   TTBS,	   la	  membrana	  
viene	  incubata	  con	  l’anticorpo	  primario	  anti	  p38p	  (Santa	  Cruz)	  diluito	  1:200	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in	   latte	  all’1%	   in	  TTBS	  per	   tutta	   la	  notte,	  a	  4°C.	   	   Il	  giorno	  seguente,	  dopo	  5	  
lavaggi	   	   con	   TTBS	   per	   rimuovere	   l’anticorpo	   anti-­‐p38p	   non	   legato,	   la	  
membrana	   viene	   incubata	   	   per	   un’ora	   con	   l’anticorpo	   secondario	   ovvero	  
anti-­‐IgG	  di	  coniglio	  coniugato	  alla	  perossidasi	  di	  rafano	  diluito	  1:1000	  in	  TTBS	  
contenente	  1%	  latte.	  L'anticorpo	  secondario	  non	  legato	  viene	  rimosso	  con	  5	  
lavaggi	   con	   TTBS.	   Le	   proteine	   d’interesse	   sono	   visualizzate	   attraverso	   una	  
rivelazione	   chemioluminescente.	   La	  membrana	   viene	   trattata	   per	   5	  minuti	  
con	  4	  mL	  	  di	  una	  soluzione	  costituita	  dal	  50%	  di	  acqua	  ossigenata	  (H2O2)	  e	  dal	  
50%	   di	   luminolo	   (Immobilon	   Western,	   Millipore).	   La	   perossidasi	   legata	  
all’anticorpo	   secondario	   reagisce	   con	   H2O2	   ed	   il	   luminolo	   libera	   fotoni.	   Le	  
immagini	   sono	   state	   acquisite	   con	   Chemidoc	   XRS+	   (Bio-­‐Rad	   Laboratories).	  
Dopo	  lo	  stripping	  che	  consiste	  in	  un’incubazione	  di	  30	  minuti	  a	  50°C	  con	  Tris-­‐
HCl	  0,5	  M	  pH	  6,8,	  1%	  SDS,	  betamercaptoetanolo,	  	  la	  membrana	  viene	  lavata	  
5	  volte	  con	  TTBS,	  	  incubata	  con	  latte	  scremato	  Fluka	  al	  3%	  in	  TTBS	  per	  1	  ora,	  
lavata	  5	  volte	  con	  TTBS	  e	  poi	  incubata	  per	  45	  minuti	  con	  	  l’anticorpo	  anti	  p38	  
diluito	   1:500	   in	   TTBS	   contenente	   1%	   latte.	   	   Dopo	   cinque	   lavaggi	   con	   TTBS	  
s’incuba	   per	   un’ora	   con	   anti-­‐IgG	   di	   coniglio	   in	   TTBS	   contenente	   1%	   latte	  
scremato.	   Per	   la	   visualizzazione	   delle	   proteine	   si	   ripete	   il	   processo	   visto	  
sopra.	  
	  
2.11	  Misura	  del	  contenuto	  mitocondriale	  e	  dei	  ROS	  mitocondriali	  mediante	  
microscopia	  confocale	  	  
Per	   gli	   esperimenti	   di	   microscopia	   confocale,	   le	   cellule	   sono	   coltivate	   su	  
vetrini	   di	   13	   mm	   di	   diametro	   in	   piastre	   da	   24	   pozzetti.	   In	   seguito	   ai	  
trattamenti,	  le	  cellule	  sono	  lavate	  e	  incubate	  con	  2	  nM	  MitoTracker	  Red	  CM-­‐
H2XROS	   (MT	   Red)	   e	   2	   nM	  MitoTracker	   Green	   (MT	   Green)	   per	   30	  minuti	   a	  
37°C	  con	  il	  5%	  CO2.	  L'MT	  Red	  è	  usato	  per	  misurare	  la	  generazione	  di	  ROS	  nei	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mitocondri,	   mentre	   l'MT	   Green	   è	   utilizzato	   per	   visualizzare	   la	   popolazione	  
mitocondriale.	  	  
La	   fluorescenza	   è	   valutata	   con	   un	   microscopio	   confocale	   TCS-­‐NT	   Leica	   a	  
scansione	   laser	   (Nussloch,	  Germania).	   La	   potenza	   del	   laser	   è	  mantenuta	   al	  
10%	   della	   potenza	   massima	   per	   evitare	   sia	   il	   foto-­‐danneggiamento	   delle	  
cellule	   sia	   il	   fotobleaching	   delle	   sonde	   fluorescenti.	   Le	   immagini	   sono	  
acquisite	  con	  una	  risoluzione	  di	  1024x1024	  pixel	  e	  in	  media	  quattro	  volte	  per	  
migliorare	   il	   rapporto	   segnale/rumore.	   Sono	   stati	   usati	   obiettivi	   ad	  
immersione	   100x,	   	   1,4	   NA;	   63x,	   1,4	   NA;	   	   e	   40x,	   1,2	   NA	   (Leica,	   Nussloch,	  
Germania).	  Sia	   le	   immagini	  a	  fluorescenza	  sia	   le	   immagini	  a	   luce	  trasmessa,	  
sono	  acquisite	  su	  fotomoltiplicatori	  separati.	  La	  sonda	  MT	  Red	  ROS	  è	  eccitata	  
con	  un	  raggio	  laser	  a	  543	  nm,	  mentre	  la	  sonda	  MT	  Green	  è	  eccitata	  a	  488	  nm	  
e	   l'emissione	   è	   registrata,	   rispettivamente,	   a	   599	   e	   516	   nm.	   La	  
quantificazione	   è	   fatta	   successivamente	   con	   il	   software	   MetaMorph	   5.0	  
(Universal	  Imaging,	  West	  Chester,	  PA)	  esprimendo	  la	  variazione	  degli	  mtROS	  	  
come	  rapporto	  di	  emissioni	  F/	  F0.	  
L'analisi	   delle	   immagini	   al	   microscopio	   confocale	   ha	   reso	   possibile	   la	  
quantificazione	   della	   densità	   cellulare	   e	   della	   massa	   mitocondriale.	   I	   dati	  
sono	   stati	   calcolati	   basandosi	   esclusivamente	   sulle	   regioni	   occupate	   dalle	  
cellule.	   Le	   regioni	  contenenti	   cellule	  sono	  caratterizzate	  da	  un'alta	  varianza	  
della	   luminanza	   mentre	   nelle	   regioni	   di	   fondo	   la	   varianza	   locale	   è	   bassa.	  
Queste	  differenze	  sono	  state	  prese	  in	  considerazione	  per	  calcolare	  la	  densità	  
cellulare,	  usando	  un	  programma	  del	  software	  MatLab,	  che	  applica	  un'analisi	  
della	   varianza	   locale	   al	   canale	   di	   luce	   trasmessa	   per	   definire	   la	   superficie	  
cellulare	  e	  tracciarne	  i	  contorni.	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Gli	  esperimenti	  di	  microscopia	  confocale	  e	  le	  successive	  quantificazioni	  sono	  
state	  fatte	  sotto	  la	  supervisione	  della	  Dott.ssa	  L.	  Colombaioni,	  nel	  laboratorio	  
di	  Neurofisiologia	  del	  CNR	  di	  Pisa.	  	  
	  
2.12	  Analisi	  statistica	  dei	  risultati	  
I	  risultati	  sono	  stati	  espressi	  come	  la	  media	  ±	  deviazione	  standard	  o	  media	  ±	  
errore	   standard	   della	   media	   dei	   dati	   ottenuti	   dal	   numero	   di	   esperimenti	  
indicati.	  Le	  medie	  sono	  state	  confrontate	  con	  il	  test	  t	  di	  Student	  per	  dati	  non	  
accoppiati	   o	   mediante	   ANOVA	   a	   una	   via	   seguita	   da	   test	   di	   Tukey-­‐Kramer	  







3.1	   Effetto	   del	   trattamento	   con	   dCF	   e	   dAdo	   sulla	   vitalità	   cellulare	   delle	  
cellule	  LAN-­‐5	  
L’effetto	   della	   dCF	   e	   della	   dAdo	   sulla	   vitalità	   delle	   cellule	   LAN-­‐5	   è	   stato	  
misurato	  tramite	  saggio	  MTT,	  come	  descritto	  in	  Materiali	  e	  Metodi,	  	  dopo	  72	  
h	   di	   incubazione	   (Fig.3.1).	   Non	   è	   stata	   riscontrata	   riduzione	   della	   vitalità	   a	  
tempi	  precedenti	  d’incubazione.	  
Il	   trattamento	   con	   solo	   1	   µM	   dCF	   determina	   una	   piccola	   diminuzione	   di	  
vitalità	   rispetto	  alle	   cellule	  di	   controllo	  mentre	   	   la	  dAdo	  da	   sola	  non	  ha	  un	  
alcun	  effetto	  significativo.	  Il	  trattamento	  delle	  cellule	  con	  dCF	  e	  dAdo	  mostra	  
una	  riduzione	  significativa	  della	  vitalità	  cellulare.	  




Fig.	  3.1.	  Effetto	  della	  dCF	  e	  della	  dAdo	  sulla	  vitalità	  nelle	  cellule	  LAN-­‐5	  
Le	  cellule	   sono	  state	  preincubate	  per	  30	  minuti	   in	  presenza	  o	   in	  assenza	  di	  dCF	  1	  μM,	  e	  
incubate	  con	  o	  senza	  dAdo	  60	  μM	  per	  72	  ore.	  La	  vitalità	  è	  stata	  misurata	  come	  descritto	  in	  
Materiali	   e	   Metodi.	   I	   valori	   di	   assorbanza	   sono	   stati	   normalizzati	   rispetto	   al	   controllo	  
(nessuna	   aggiunta).	   I	   dati	   sono	   espressi	   come	   media	   +	   deviazione	   standard.	   La	  
significatività	  è	  stata	  determinata	  con	  ANOVA.	  
Significatività:	  nessuna	  aggiunta	   vs	   dCF	  1	  µM	  P<0,05;	   nessuna	  aggiunta	   vs	   dCF	  1	  µM	  +	  
dAdo	  60	  µM	  P<0.001;	  
	  
3.2	  Effetto	  del	  trattamento	  di	  dCF	  e	  dAdo	  sull'attività	  delle	  caspasi-­‐8,	  -­‐9	  e	  -­‐3	  
nelle	  cellule	  LAN-­‐5	  
La	   diminuzione	   della	   vitalità	   in	   cellule	   trattate	   con	   dCF	   e	   dAdo	   potrebbe	  
essere	   dovuta	   a	   processi	   apoptotici.	   Questi	   dovrebbero	   portare	   una	  
modificazione	  dell’attività	  delle	  caspasi	  iniziatrici	  e/o	  effettrici.	  Allo	  scopo	  di	  
chiarire	   questo	   aspetto,	   è	   stata	   misurata	   l’attività	   delle	   caspasi-­‐8	   e	   -­‐9	  
(caspasi	   iniziatrici)	  e	  della	  caspasi-­‐3,	  una	  caspasi	  effettrice,	   in	  presenza	  e	   in	  




3.2.1	  Caspasi	  -­‐3	  
L’	  attività	  della	  caspasi-­‐3	  ha	  un	  aumento	  estremamente	  significativo	  dopo	  72	  
h	   di	   trattamento	   rispetto	   al	   controllo	   (nessuna	   aggiunta)	   (Fig.3.2).	  
Esperimenti	   effettuati	   a	   tempi	   precedenti	   (fino	   a	   48	   h)	   non	   hanno	  
evidenziato	  un	  aumento	  significativo	  dell’attività	  della	  caspasi-­‐3.	  	  
	  
Fig.	  3.2.	  Effetto	  dell'incubazione	  con	  dCF	  e	  dAdo	  sull'attività	  della	  caspasi-­‐3	  nelle	  cellule	  
LAN-­‐5	  
Le	  cellule	  sono	  state	  incubate	  in	  assenza	  (-­‐)	  o	  presenza	  (+)	  di	  1	  µM	  dCF	  +	  60	  µM	  	  dAdo	  per	  
72	  h.	  L’attività	  è	  stata	  calcolata	  come	   la	  velocità	  con	  cui	  varia	  nel	   tempo	   l’assorbanza	  a	  
405	   nm	   (dovuta	   alla	   liberazione	   della	   paranitroanilina	   per	   azione	   dell’attività	   della	  
caspasi).	   I	   dati	   sono	   espressi	   come	   media	   +	   deviazione	   standard	   di	   due	   esperimenti	  
condotti	  in	  triplicato	  o	  quadruplicato.	  La	  significatività	  è	  stata	  determinata	  tramite	  T	  test.	  
L’attivazione	  è	  significativa	  a	  72	  h	  (P<0.001)***	  .	  	  
	  
3.2.2	  Caspasi	  -­‐8	  e	  -­‐9	  
Non	  sono	  state	  trovate	  variazioni	  significative	  nell’attività	  delle	  caspasi	  -­‐8	  e	  	  




Fig.	  3.3.	  Effetto	  dell'incubazione	  con	  dCF	  e	  dAdo	  sull'attività	  della	  caspasi-­‐8	  	  
Le	  cellule	  sono	  state	  incubate	  in	  assenza	  (nessuna	  aggiunta)	  o	  presenza	  di	  1	  µM	  dCF	  +	  60	  
µM	  dAdo	  per	  29	  h	  e	  48	  h.	   L’attività	  è	   stata	   calcolata	   come	   la	   velocità	   con	   cui	   varia	  nel	  
tempo	   l’assorbanza	   a	   405	   nm	   (dovuta	   alla	   liberazione	   della	   paranitroanilina	   per	   azione	  
dell’attività	   della	   caspasi).	   	   I	   dati	   sono	   espressi	   come	  media	   +	   deviazione	   standard,	   (un	  
esperimento	  condotto	  in	  triplicato).	  
	  
Fig.	  3.4.	  Effetto	  dell'incubazione	  con	  dCF	  e	  dAdo	  sull'attività	  della	  caspasi-­‐9	  	  
Le	  cellule	  sono	  state	  incubate	  in	  assenza	  (nessuna	  aggiunta)	  o	  presenza	  di	  1	  µM	  dCF	  +	  60	  
µM	  	  dAdo	  per	  29	  h	  e	  48	  h.	  L’attività	  è	  stata	  calcolata	  come	   la	  velocità	  con	  cui	  varia	  nel	  
tempo	   l’assorbanza	   a	   405	   nm	   (dovuta	   alla	   liberazione	   della	   paranitroanilina	   per	   azione	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dell’attività	   della	   caspasi).	   	   I	   dati	   sono	   espressi	   come	   media	   +	   deviazione	   standard,	   (2	  
esperimenti	  condotti	  in	  triplicato	  o	  quadruplicato).	  
	  
3.3	   Effetto	   del	   trattamento	   con	   dCF	   e	   dAdo	   sulla	   concentrazione	   dei	  
metaboliti	  adenilici	  nelle	  cellule	  LAN-­‐5.	  
Le	  cellule	  sono	  state	  trattate	  con	  solo	  dCF,	  solo	  dAdo,	  o	   la	  combinazione	  di	  
entrambi	  per	  24	  h	  e	  sono	  state	  misurate	  le	  concentrazioni	  dell'ATP	  e	  il	  	  dATP	  
nelle	  cellule	   trattate	  e	  nel	  controllo.	  Non	  è	  stata	   riscontrata	  una	  variazione	  
significativa	  dei	   livelli	  di	  ATP	  rispetto	  al	  controllo	  mentre	  il	  dATP	  non	  risulta	  
rivelabile	  in	  nessuna	  delle	  condizioni	  sperimentali	  (Fig.3.5).	  
	  
Fig.	  3.5.	  Effetto	  dell’inibizione	  della	  ADA	  sui	  livelli	  intracellulari	  di	  ATP	  
Le	  cellule	  sono	  state	  preincubate	  per	  30	  minuti	  in	  presenza	  o	  in	  assenza	  di	  dCF	  1	  µM,	  e	  con	  
o	   senza	   dAdo	   60	   µM.	   I	   livelli	   di	   ATP	   sono	   stati	   misurati	   come	   descritto	   in	   Materiali	   e	  




3.4	  Effetti	  della	  5'ammino-­‐5'dAdo	  sulla	  vitalità	  cellulare	  nelle	  cellule	  LAN-­‐5	  
Allo	  scopo	  di	  indagare	  se	  la	  fosforilazione	  della	  dAdo	  fosse	  necessaria	  per	  la	  
diminuzione	   della	   vitalità	   è	   stato	   eseguito	   il	   saggio	   dell’MTT	   in	   cellule	  
preincubate	   con	  NH2-­‐dAdo	  10	  μM,	  un	   inibitore	  delle	  Ado	   chinasi	   (Miller	   et	  
al.,	  1979),	  e	  dCF	  per	  30	  minuti	  e	  incubate	  con	  dAdo	  per	  72	  h.	  La	  figura	  (Fig.	  
3.6)	  mostra	  che	  la	  fosforilazione	  della	  dAdo	  è	  richiesta,	  dato	  che	  la	  presenza	  
dell’inibitore	   della	   chinasi	   aumenta	   in	  maniera	   significativa	   la	   vitalità	   nelle	  
cellule	  trattate	  con	  dCF	  più	  dAdo,	  portandola	  allo	  stesso	  valore	  delle	  cellule	  
di	  controllo.	  
	  
Fig.	  3.6.	  Effetto	  della	  NH2-­‐dAdo	  sulla	  vitalità	  delle	  cellule	  LAN-­‐5	  
Le	  cellule	  LAN-­‐5	  sono	  state	  preincubate	  per	  30	  minuti	  sia	  in	  assenza	  che	  in	  presenza	  di	  10	  
μM	  NH2-­‐dAdo.	   Se	   indicato,	   nella	   preparazione	   era	   anche	   presente	   1	   μM	  dCF.	   Le	   cellule	  
sono	   state	   poi	   incubate	   per	   72	   h	   sia	   in	   assenza	   che	   in	   presenza	   di	   dAdo.	   I	   dati	   sono	  
ottenuti	  come	  la	  media	  di	  due	  esperimenti	  e	  sono	  normalizzati	  rispetto	  al	  controllo	  (cellule	  
incubate	  solo	  con	  DMEM	  e	  glucosio)	  ed	  espressi	  come	  la	  media	  +	  la	  deviazione	  standard.	  
La	  significatività	  è	  stata	  determinata	  con	  ANOVA.	  
Significatività:	  dmem	  vs	  dAdo	  n.s.;	  dmem	  vs	  dCF	  n.s.;	  dmem	  vs	  dCF	  +	  dAdo	  ***	  P<0.001;	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
dAdo	  vs	  dCf	  n.s.;	  dAdo	  vs	  dCF	  +	  dAdo	  ***	  P<0.001;	  dCf	  vs	  dCF	  +	  dAdo	  ***	  P<0.001;	  dCF	  +	  
dAdo	  vs	  dCF	  e	  dAdo	  +	  NH2-­‐dAdo	  P<0.001.	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3.5	  Effetto	  di	  SB203580,	  inibitore	  della	  MAPK	  p38,	  sulla	  vitalità	  nelle	  cellule	  
SH-­‐SY5Y	  
Allo	   scopo	  di	   indagare	   se	   la	  MAPK	  p38	  potesse	  avere	  un	   ruolo	  nella	  morte	  
cellulare	  indotta	  dal	  trattamento	  con	  dCF	  e	  dAdo,	  è	  stata	  misurata	  la	  vitalità	  
cellulare	   tramite	   saggio	  dell’MTT	   in	  presenza	  ed	  assenza	  dell’inibitore	  della	  
p38,	   SB203580.	   Le	   cellule	  SH-­‐SY5Y	   sono	  state	  preincubate	  per	  30	  minuti	   in	  
presenza	  o	  assenza	  di	  10-­‐20	  µM	  SB203580	  e	  1	  μM	  dCF	  e	  poi	  incubate	  con	  60	  
μM	  dAdo	  per	  6	  o	  48	  h	  (Fig.	  3.7	  A-­‐B).	  In	  presenza	  dell’inibitore	  la	  vitalità	  delle	  
cellule	  trattate	  con	  dCF	  più	  dAdo	  per	  48	  h	  aumenta	   in	  maniera	  significativa	  
rispetto	   alle	   cellule	   trattate	   in	   assenza	   di	   inibitore.	   Invece	   non	   si	   osserva	  
variazione	   significativa	   della	   vitalità	   cellulare	   in	   nessuna	   delle	   condizioni	  










Fig.	  3.7	  A-­‐B.	  Effetto	  dell’inibitore	  della	  p38,	  SB203580	  sulla	  vitalità	  
Le	  cellule	  sono	  state	  preincubate	  per	  30	  minuti	  in	  presenza	  o	  assenza	  di	  10	  µM	  SB	  203580	  
e	  1	  μM	  di	  dCF	  e	  poi	  incubate	  con	  dAdo	  	  per	  6	  h	  (A)	  e	  per	  48	  h	  (B)	  .	  I	  dati	  sono	  normalizzati	  
rispetto	  al	  controllo	  (cellule	  incubate	  solo	  con	  DMEM	  e	  glucosio),	  espressi	  come	  la	  media	  +	  
la	   deviazione	   standard	   e	   sono	   la	   media	   di	   due	   esperimenti	   condotti	   in	   ottuplicato.	   La	  
significatività	   è	   stata	   determinata	   con	   ANOVA.	   Significatività:	   ***	   p	   <0.001	   trattate	   vs	  
controllo;	   §§§	   p	   <0,001	   presenza	   vs	   assenza	   di	   SB203580	   in	   cellule	   trattate	   con	   dCF	   +	  
dAdo.	  
	  
3.6	  Effetto	  del	  trattamento	  con	  SB	  203580	  sull'attività	  della	  caspasi-­‐3	  nelle	  
cellule	  SH-­‐SY5Y	  
Allo	  scopo	  di	   indagare	  se	   il	   trattamento	  con	   l’inibitore	  SB203580	  avesse	  un	  
effetto	   sull’attività	   della	   caspasi-­‐3,	   le	   cellule	   sono	   state	   trattate	   e	   l’attività	  
della	  caspasi-­‐3	  è	  stata	  misurata	  dopo	  6	  o	  48	  h	  di	  trattamento	  (Fig.3.8).	  
Il	  trattamento	  con	  dCF	  e	  dAdo	  induce	  un	  aumento	  dell’attività	  della	  caspasi-­‐3	  
di	   4,7	   e	   di	   3,8	   	   volte	   il	   controllo	   dopo	   6	   e	   48	   h	   	   di	   trattamento	  
rispettivamente.	   La	   presenza	   di	   SB203580	   riduce	   l’effetto	   in	   modo	  
significativo	   e	   l’attività	   della	   caspasi-­‐3	   risulta	   diminuita	   di	   3,4	   e	   di	   2	   volte	  





Abbiamo	   quindi	   riscontrato	   una	   riduzione	   molto	   significativa	   dell’attività	  
della	   caspasi-­‐3	   alle	   6	   h	   e	   una	   riduzione	   minore	   	   invece	   alle	   48	   h	   di	  
trattamento,	  evidenziando	  un	  minor	  effetto,	  pur	  significativo,	  dell’SB203580	  
a	  tempi	  lunghi	  di	  trattamento.	  
	  
Fig.	  3.8.	  Effetto	  del	  trattamento	  con	  SB203580	  sull’attività	  della	  caspasi	  -­‐3	  
Le	  cellule	  sono	  state	  preincubate	  per	  30	  minuti	  in	  presenza	  o	  assenza	  di	  10	  μM	  SB	  203580	  
e	  1	  µM	  dCF	  e	  poi	  incubate	  con	  dAdo	  per	  6	  h	  (colonne	  bianche)	  o	  per	  48	  h	  (colonne	  verdi)	  e	  
la	  caspasi-­‐3	  è	  stata	  misurata	  come	  descritto	  in	  Materiali	  e	  Metodi	  .	  L’attività	  è	  calcolata	  
come	   la	  velocità	  con	  cui	  varia	  nel	   tempo	   l’assorbanza	  a	  405	  nm	  (dovuta	  alla	   liberazione	  
della	   paranitroanilina	   per	   azione	   dell’attività	   della	   caspasi).	   I	   dati	   sono	   espressi	   come	  
media	  +	  SD	  dell’attività	  dei	  trattati	  vs	  i	  campioni	  di	  controllo	  di	  due	  esperimenti	  eseguiti	  in	  
triplicato;	  significatività:	  presenza	  vs	  assenza	  SB	  203580	  *	  p	  <0.05,	  ***	  p	  <0.001.	  
	  
3.7	   Effetto	   del	   trattamento	   con	   dCF	   e	   dAdo	   sull’attivazione	   della	   p38	   in	  
cellule	  SHSY-­‐5Y	  
Allo	   scopo	   di	   studiare	   l’attivazione	   della	   MAPK	   p38	   le	   cellule	   sono	   state	  
trattate	  in	  presenza	  o	  assenza	  di	  1	  µM	  dCF	  e	  60	  µM	  dAdo	  per	  diversi	  tempi	  	  	  	  
(5,	   15,	   30,	   e	   24	   ore).	   Le	   proteine	   sono	   state	   solubilizzate,	   separate	   per	  
elettroforesi,	   trasferite	   su	   membrana,	   e	   incubate	   con	   anticorpo	   anti	   p38	  
fosforilata.	  Non	  è	  stata	  riscontrata	  attivazione	  a	  tempi	  precoci	  di	  trattamento	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(dati	   non	  mostrati).	   Si	   osserva	   una	   tendenza	   all’aumento	   dell’attività	   della	  
MAPK	   p38	   rispetto	   ai	   controlli,	   tuttavia	   non	   significativa,	   	   dopo	   24	   h	   di	  
trattamento	  con	  dCF	  e	  dAdo	  (Fig.3.9).	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
p38p	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  p38	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  C24h	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  T24h	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Fig.	  3.9	  A-­‐B.	  Effetto	  dell’inibizione	  di	  ADA	  sull’attivazione	  della	  MAPK	  p38	  
Le	  cellule	  sono	  state	  incubate	  in	  presenza	  o	  assenza	  di	  1	  µM	  dCF	  +	  60	  µM	  	  dAdo	  per	  24	  h.	  	  
La	  presenza	  o	  assenza	  della	  proteina	  è	  stata	  determinata	  mediante	  western	  blot	  (A)	  come	  
descritto	   in	   Materiali	   e	   Metodi.	   B)	   Quantificazione	   delle	   bande.	   E’	   stato	   calcolato	   il	  
rapporto	  fra	   l’intensità	  della	  banda	  p38	  fosforilata	  e	  quella	  della	  p38	  totale.	   	   I	  dati	  sono	  
stati	  normalizzati	  rispetto	  al	  valore	  p38p/p38	  dei	  campioni	  controllo	  (non	  trattati	  con	  dCF	  






3.8	  Effetto	  deIl’inibizione	  di	  ADA	  sulla	  massa	  mitocondriale	  in	  cellule	  	  
SHSY-­‐5Y	  
L’analisi	  delle	  immagini	  al	  microscopio	  confocale	  ha	  permesso	  di	  quantificare	  
la	  massa	  mitocondriale	   (Fig.3.10)	   che	   è	   stata	   valutata	   come	   il	   rapporto	   tra	  
l’area	  occupata	  dai	  mitocondri	  e	  l'area	  occupata	  dai	  corpi	  cellulari.	  Abbiamo	  
osservato	  che	  l'incubazione	  delle	  cellule	  SH-­‐SY5Y	  con	  dCF	  e	  dAdo	  induce	  un	  
rapido	   aumento	   della	   massa	   mitocondriale,	   già	   significativo	   dopo	   1	   h	   di	  
trattamento	  e	  che	  aumenta	  progressivamente	  durante	  le	  successive	  8	  h.	  
	  
Fig.	  3.10.	  Effetto	  della	  dCF	  e	  dAdo	  sulla	  massa	  mitocondriale	   	  
I	   grafici	   mostrano	   la	   quantificazione	   dei	   segnali	   di	   fluorescenza	   raccolti	   dai	   mitocondri	  
delle	  cellule	  viventi,	  mediante	  microscopia	  confocale.	  Le	  cellule	  sono	  state	  pre-­‐incubate	  in	  
assenza	  o	  in	  presenza	  di	  1	  µM	  di	  dCF	  per	  30	  minuti	  e	  poi	  trattate	  per	  i	  tempi	  indicati	  sia	  
senza	   che	   con	   60	   μM	   dAdo.	   La	   quantificazione	   della	   massa	   mitocondriale	   è	   stata	  
determinata	   con	   la	   sonda	   fluorescente	   MT-­‐Green,	   espressa	   come	   rapporto	   tra	   area	  
occupata	  dai	  mitocondri	  vs	  superficie	  cellulare	  totale.	  I	  dati	  sono	  espressi	  come	  rapporto	  
rispetto	  alla	   fluorescenza	  di	   cellule	   di	   controllo.	   I	   risultati	   sono	  espressi	   come	  media	  +/-­‐	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deviazione	  standard	  di	  cinque	  esperimenti	  indipendenti.	  Significatività:	  *	  trattati	  vs	  cellule	  
di	  controllo;	  §	  dCF	  +	  dAdo	  vs	  sia	  solo	  dCF	  che	  solo	  dAdo.	  §,	  *	  p	  <0.05,	  §§,	  **	  p<0.01,	  ***	  p	  
<0.001.	   1h	   dAdo+dCF	   vs	   controllo	   *,	   dAdo+dCF	   vs	   dAdo	   *,	   dAdo+dCF	   	   vs	   dCF	   	   *;	   2h	  
dAdo+dCF	  vs	  controllo	  **,	  dAdo+dCF	  vs	  dAdo	  **,	  dAdo+dCF	   	  vs	  dCF	  **;	  3h	  dAdo+dCF	  vs	  
controllo	  **,	  dAdo+dCF	  vs	  dAdo	  **,	  dAdo+dCF	  vs	  dCF	  **;	  6h	  	  dAdo+dCF	  	  vs	  	  controllo***,	  	  
dAdo+dCF	   vs	   dAdo	   *,	   dAdo+dCF	   vs	   dCF	   *;	   8h	   	   dAdo+dCF	   vs	   controlo	   ***,	   dAdo+dCF	   vs	  
dAdo	  *,	  dAdo+dCF	  vs	  dCF	  	  *,	  dAdo	  vs	  controllo	  	  **,	  	  dCF	  	  vs	  controllo	  **.	  
	  
3.9	   Effetto	   deIl’inibizione	   di	   ADA	   sui	   livelli	   dei	   ROS	   mitocondriali	   e	   sul	  
potenziale	  di	  membrana	  mitocondriale	  
I	   mitocondri	   sono	   importanti	   per	   la	   bioenergetica	   delle	   cellule	   e	  
l'integrazione	   dei	   segnali	   di	  morte,	   di	   conseguenza	   abbiamo	   indagato	   sulle	  
influenze	   che	   l’inibizione	   di	   ADA	   potesse	   avere	   sulla	   funzionalità	  
mitocondriale	   in	   particolare	   sull’alterazione	   dei	   livelli	   di	   mtROS	   e	   del	  
potenziale	   di	   membrana	   mitocondriale.	   Il	   trattamento	   con	   dCF	   e	   dAdo	  
induce	  una	  rapida	  diminuzione	  di	  mtROS,	  che	  è	  già	  significativo	  dopo	  1	  h	  di	  
trattamento	  e	  viene	  mantenuta	  durante	  almeno	  8	  h	  (Fig.3.11),	  con	  modifiche	  




Fig.	  3.11.	  Effetto	  del	  trattamento	  con	  dCF	  e	  dAdo	  sulla	  produzione	  di	  mtROS	  nelle	  cellule	  
SH-­‐SY5Y	  
La	  produzione	  di	  ROS,	  normalizzata	  per	  la	  massa	  mitocondriale,	  è	  stata	  determinata	  con	  
la	   sonda	  mitocondriale	   sensibile	  ai	  ROS,	  MT-­‐ROS.	   I	   dati	   sono	  espressi	   come	  percentuale	  
rispetto	  alla	  fluorescenza	  delle	  cellule	  di	  controllo,	  considerato	  come	  100%.	  I	  risultati	  sono	  
espressi	   come	   media	   +/-­‐	   deviazione	   standard	   di	   cinque	   esperimenti	   indipendenti.	  
Significatività:	   1,	   2,	   3,	   6	   e	   8	   h	   dAdo+dCF	   vs	   controllo	   ***,	   dAdo+dCF	   vs	   dAdo	   ***;	  




Fig.	   3.12.	   Effetto	   del	   trattamento	   con	   dCF	   e	   dAdo	   sul	   potenziale	   di	   membrana	  
mitocondriale	  nelle	  cellule	  SH-­‐SY5Y	  	  
La	  variazione	  della	  polarizzazione	  della	  membrana	  mitocondriale	  è	   stata	  misurata	  come	  
cambiamento	   d’intensità	   di	   fluorescenza	   della	   TMRM,	   normalizzato	   al	   corrispondente	  
valore	   della	   massa	   mitocondriale.	   I	   dati	   sono	   espressi	   come	   percentuale	   rispetto	   alla	  
fluorescenza	  di	  cellule	  di	  controllo,	  considerato	  come	  100%.	  I	  risultati	  sono	  espressi	  come	  
media	   +/-­‐	   deviazione	   standard	   di	   cinque	   esperimenti	   indipendenti.	   Significatività:	   2	   h	  















DISCUSSIONE	  E	  CONCLUSIONI	  
	  
Allo	   scopo	  di	   indagare	   su	   quale	   potesse	   essere	   il	   legame	  molecolare	   tra	   le	  
alterazioni	  metaboliche	  e	  le	  manifestazioni	  neurologiche	  che	  si	  osservano	  in	  
molti	   casi	   di	   deficienza	   di	   ADA,	   sono	   state	   utilizzate	   due	   linee	   cellulari	   di	  
neuroblastoma	   umano:	   le	   cellule	   SH-­‐SY5Y	   e	   le	   cellule	   LAN-­‐5.	   La	   deficienza	  
dell’enzima	   ADA	   è	   associata	   a	   una	   grave	   immunodeficienza	   e	   ad	   anomalie	  
nel	  funzionamento	  di	  molti	  organi.	  Sebbene	  il	  trapianto	  di	  midollo	  osseo	  o	  la	  
terapia	  genica	  siano	  in	  grado	  di	  risolvere	  i	  problemi	  del	  sistema	  immunitario,	  
i	   disturbi	   neurologici	   rimangono	   evidenti	   e	   si	   aggravano	   con	   l’aumentare	  
dell’età	  del	  paziente	  (Rogers	  et	  al.,	  2001;	  Hönig	  et	  al.,	  2007).	  Nella	  presente	  
tesi	  è	  stato	  utilizzato	  un	  modello	  sperimentale	  costituito	  dalle	  linee	  cellulari	  
di	  neuroblastoma	  umano	  (cellule	  SH-­‐SY5Y	  o	  cellule	  LAN-­‐5)	  e	  il	  deficit	  di	  ADA	  
è	   stato	  mimato	   con	   l’aggiunta	   al	   terreno	   di	   coltura	   dell’inibitore	   dell’ADA,	  
dCF	   (Agarwal	   et	   al.,	   1977)	   e	   dAdo	   che	   si	   accumula	   in	   mancanza	   della	  
suddetta	   attività	   enzimatica.	   È	   stata	   utilizzata	   dAdo	   e	   non	   Ado	   per	   evitare	  
che	   il	  metabolita	  da	  noi	  aggiunto	   interagisse	  con	  recettori	  specifici	  presenti	  
nella	   cellula	   (Salim	   et	   al.,	   2000),	   rendendo	   difficile	   distinguere	   tra	   l’effetto	  
metabolico	   e	   quello	  mediato	   da	   recettori.	   Inoltre	   l’effetto	   nocivo	  dovuto	   a	  
deficienza	   di	   ADA	   è	   stato	   correlato	   ad	   un	   accumulo	   dei	   derivati	   di	   dAdo,	  
specialmente	  dATP	  (Takeda	  et	  al.,	  1991;	  Hirschhorn,	  1993).	  
Studi	   precedenti,	   condotti	   nel	   laboratorio	   nel	   quale	   ho	   effettuato	   gli	  
esperimenti,	   hanno	  dimostrato	  una	   riduzione	  della	   vitalità	  delle	   cellule	   SH-­‐
SY5Y	  con	  un	  meccanismo	  di	  morte	  cellulare	  apoptosi	  dipendente	  (Garcia-­‐Gil	  
et	   al.,	   2016).	   Nella	   presente	   tesi	   si	   è	   indagato	   se	   anche	   un’altra	   linea	   di	  
neuroblastoma	   umano,	   le	   cellule	   LAN-­‐5	   rispondessero	   allo	   stesso	  modo	   al	  
trattamento	   con	   dCF	   e	   dAdo	   e	   sono	   stati	   approfonditi	   alcuni	   aspetti	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riguardanti	   le	   cellule	   SH-­‐SY5Y.	   Le	   cellule	   LAN-­‐5	   rispondono	   in	  modo	   simile	  
alle	  SH-­‐SY5Y,	  ma	  con	  un	  decorso	  temporale	  più	  lento.	  E’	  stata	  misurata	  una	  
diminuzione	  della	  vitalità	  e	  aumento	  dell’attività	  della	  caspasi-­‐3	  dopo	  72	  h	  di	  
trattamento.	   Non	   è	   stato	   possibile	   dimostrare	   il	   coinvolgimento	   della	   via	  
mitocondriale,	  perché	  non	  è	  stata	  trovata	  attivazione	  della	  caspasi-­‐9	  dopo	  29	  	  
e	   48	   h	   di	   trattamento.	   I	   nostri	   risultati	   tuttavia	   non	   escludono	   un	  
coinvolgimento	   di	   questa	   via,	   l’attivazione	   della	   caspasi-­‐9	   potrebbe	   essere	  
transitoria	  e	  avvenire	  in	  un	  arco	  di	  tempo	  non	  indagato.	  	  
Abbiamo	   confermato	   i	   dati	   precendenti	   di	   un’attivazione	   precoce	   della	  
caspasi-­‐3	  (6	  h)	  per	  quanto	  riguarda	  gli	  studi	  sulle	  cellule	  SH-­‐SY5Y.	  Dopo	  6	  h	  di	  
trattamento	   le	   cellule	   non	   mostrano	   variazioni	   di	   vitalità	   né	   variazioni	  
morfologiche	   tipiche	   dell’apoptosi.	   A	   tempi	   precoci	   l’attivazione	   della	  
caspasi-­‐3	   potrebbe	  non	  essere	  direttamente	   correlata	   all’apoptosi.	   E’	   stato	  
dimostrato	   in	  diversi	  modelli	  che	   l’attivazione	  della	  caspasi-­‐3	  non	  è	  sempre	  
direttamente	  correlata	  con	   la	  morte	  delle	  cellule,	  ma	  con	  altri	  processi	  che	  
hanno	   anche	   luogo	   durante	   l'apoptosi	   come	   il	   riarrangiamento	   del	  
citoscheletro	   (Snigdha	   et	   al.,	   2012).	   In	   effetti,	   l’attivazione	   non	   apoptotica	  
della	   caspasi-­‐3	   è	   stata	   riportata	   nella	   regione	   perinucleare	   durante	   la	  
differenziazione	  dei	  mioblasti	   (Fernando	  and	  Megeney,	  2007)	  e	  nel	  cono	  di	  
crescita	  durante	   la	  migrazione	  delle	  cellule	  della	  retina	   (Campbell	  and	  Holt,	  
2003).	  
Allo	   scopo	   di	   approfondire	   il	   meccanismo	   dell’apoptosi	   indotta	   da	   dCF	   e	  
dAdo	  abbiamo	  indagato	  sul	  possibile	  coinvolgimento	  della	  MAPK	  p38.	  Il	  suo	  
ruolo	  nella	  regolazione	  dell’apoptosi	  ad	  oggi	  è	  ancora	  poco	  definito,	  poichè	  
potrebbe	   essere	   coinvolta	   nell’attivazione	   di	   proteine	   con	   funzione	   pro-­‐
apoptotica	   o	   anti-­‐apoptotica	   (Wada	   and	   Penninger,	   2004).	   Allo	   scopo	   di	  
approfondire	   questo	   aspetto	   le	   cellule	   SH-­‐SY5Y	   sono	   state	   trattate	   con	   un	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inibitore	  specifico	  della	  MAPK	  p38.	  Il	  trattamento	  delle	  cellule	  con	  SB203580	  
induce	   un	   aumento	   significativo	   della	   vitalità	   cellulare	   e	   una	   riduzione	  
dell’attività	   della	   caspasi-­‐3.	   Da	   ciò	   possiamo	   dedurre	   che	   in	   queste	   cellule	  
trattate	   con	   dCF	   e	   dAdo	   la	   p38	   ha	   un	   ruolo	   pro-­‐apoptotico.	   L’azione	  
apoptotica	  della	  MAPK	  p38	  può	  essere	  svolta	  attraverso	  diversi	  meccanismi	  
(Porras	   and	   Guerrero,	   2011).	   Potrebbe	   fosforilare	   e/o	   aumentare	   la	  
trascrizione	   della	   proteina	   pro-­‐apoptotiche	   Bim	   o	   fosforilare	   e	   invece	  
inattivare	   la	   proteina	   anti-­‐apoptotica	   Bcl-­‐2.	   Altre	   azioni	   pro-­‐apoptotiche	   di	  
p38	  includono	  la	  formazione	  di	  un	  complesso	  con	  Bax	  che	  permette	  il	  rilascio	  
di	   citocromo-­‐c	   dal	  mitocondrio,	   la	   fosforilazione	   e	   l’attivazione	   di	   p53	   e	   la	  
fosforilazione	  e	  stabilizzazione	  del	  coattivatore	  di	  p53	  p18Hamlet.	  Inoltre,	  la	  
p38	   inibisce	   le	  vie	  di	   sopravvivenza	  mediate	  da	  PI3K/AKT	  ed	  ERK.	   In	  alcune	  
condizioni	   sperimentali	   le	   azioni	   anti-­‐apoptotiche	   della	   p38	   coinvolgono	   la	  
fosforilazione	  e	  inibizione	  delle	  caspasi-­‐3,	  -­‐8	  o	  -­‐9	  (Alvarado-­‐Kristensson	  et	  al.,	  
2004;	   Parrish	   et	   al.,	   2013).	   E’	   noto	   che	   la	   p38	   fosforila	   la	   serina	   150	   della	  
caspasi-­‐3	   provocandone	   l’inibizione	   e	   impedendo	   l’apoptosi	   indotta	   da	   Fas	  
nei	   neutrofili	   (Alvarado-­‐Kristensson	   et	   al.,	   2004).	   Invece	   la	   fosforilazione	  
della	  treonina	  125	  riduce	  l’attività	  della	  caspasi-­‐9.	  Questo	  residuo	  può	  essere	  
fosforilato	  da	  ERK,	  cdk1	  (protein	  chinasi	  1	  dipendente	  da	  cicline),	  DYRK1A	  e	  
p38α	  (Parrish	  et	  al.,	  2013).	  	  
Studi	  precedenti	  ci	  hanno	  permesso	  di	   ipotizzare	   in	  cellule	  SH-­‐SY5Y	  una	  via	  
mitocondriale	  dell’apoptosi	  poiché	  è	  stata	  riscontrata	  un’aumentata	  attività	  
della	   caspasi-­‐9	   sin	   dalle	   6	   h	   di	   trattamento	   con	   dCF	   e	   dAdo	   e	   successive	  
attivazioni	  di	  caspasi-­‐8	  e	  -­‐3	  (Garcia-­‐Gil	  et	  al.,	  2016).	  Siamo	  andati	  ad	  indagare	  
con	   la	   presente	   tesi	   se	   il	   trattamento	   con	  dCF	   e	   dAdo	   inducesse	   variazioni	  
nella	  funzionalità	  mitocondriale.	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E’	  stato	  visto	  che	  tutti	   i	   trattamenti	   (dAdo,	  dCF	  e	  dCF	  e	  dAdo)	   inducono,	   in	  
tempi	  precoci	  di	  incubazione,	  un	  grande	  aumento	  della	  massa	  mitocondriale,	  
che	  risulta	  più	  pronunciata	  quando	  le	  cellule	  SH-­‐SY5Y	  sono	  trattate	  con	  dCF	  e	  
dAdo	   in	   combinazione.	   L'aumento	   della	   massa	   mitocondriale	   potrebbe	  
riflettere	  un	  tentativo	  della	  cellula	  di	  far	  fronte	  alla	  diminuzione	  dell'attività	  
mitocondriale,	  questo	  aumento	  diventa	  significativo	  dopo	  8	  h	  di	  incubazione	  
anche	  per	  cellule	  trattate	  con	  dCF	  o	  dAdo	  da	  sole.	  Il	  trattamento	  con	  questi	  
composti	   singolarmente,	   induce	   sì	   un	   aumento	   della	   massa	   mitocondriale	  
ma	  da	  esperimenti	  precedenti	   non	   si	   evince	  alcuna	  variazione	  della	   vitalità	  
cellulare	  con	  i	  suddetti	  singoli	  trattamenti	  (Garcia-­‐Gil	  et	  al.,	  2016).	  Il	  motivo	  
non	  è	  chiaro	  e	  necessita	  di	  ulteriori	  approfondimenti.	  Probabilmente	  questi	  
trattamenti	   inducono	   sofferenza	   nelle	   cellule	   che	   fa	   aumentare	   la	   massa	  
mitocondriale	  ma	  questa	  sofferenza	  non	  è	  tale	  da	  indurne	  la	  morte.	  	  
L’aumento	   della	   massa	   mitocondriale	   dopo	   6	   h	   di	   trattamento	   con	   dCF	   e	  
dAdo	  dovrebbe	   ripercuotersi	   in	  un	  aumento	  dell’attività	  delle	  deidrogenasi	  
mitocondriali.	  Ma	  il	  saggio	  dell’MTT	  	  non	  evidenzia	  variazioni.	  Probabilmente	  
i	   mitocondri	   non	   sono	   perfettamente	   funzionanti	   e	   di	   conseguenza	   i	   loro	  
enzimi	  non	  attivi.	  E’	  stata	  riscontrata	   inoltre	  una	  diminuzione	  precoce	  della	  
produzione	   di	   mtROS,	   un	   altro	   indice	   di	   possibile	   perdita	   della	   funzione	  
mitocondriale.	   Una	   diminuzione	   della	   funzionalità	   mitocondriale	   potrebbe	  
avere	  come	  conseguenza	  una	  minore	  produzione	  di	  ATP.	  I	  livelli	  di	  ATP,	  ADP	  
e	  AMP	   in	  cellule	  di	  neuroblastoma	  SH-­‐SY5Y	   (Garcia-­‐Gil	  et	  al.	  2016)	  e	  LAN-­‐5	  
(presente	   lavoro	   di	   tesi)	   non	   sono	   influenzati	   dal	   trattamento,	   e	   ciò	   indica	  
che	   l'effetto	   citotossico	   non	   è	   correlato	   a	   una	   riduzione	   della	   carica	  
energetica	   cellulare.	  Al	   contrario,	   una	  diminuzione	   significativa	  dei	   livelli	   di	  
ATP	   è	   stata	   riportata	   in	   cellule	   di	   astrocitoma	   sottoposti	   allo	   stesso	  
trattamento	   (Garcia-­‐Gil	   et	   al.,	   2012,	   2015).	   Attualmente	   non	   abbiamo	   una	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spiegazione	   per	   questa	   apparente	   discrepanza,	   e	   sono	   necessari	   ulteriori	  
studi	  per	  affrontare	  questo	  problema.	  
L'attività	  mitocondriale	  diminuita	  comporterebbe	  una	  compromissione	  della	  
fosforilazione	  ossidativa,	  tuttavia	  le	  cellule	  di	  neuroblastoma	  non	  sembrano	  
compensarla	   aumentando	   la	   glicolisi	   poiché	   il	   trattamento	   non	   induce	  
variazione	   della	   concentrazione	   del	   lattato	   (Garcia-­‐Gil	   et	   al.,	   2016).	   In	  
contrasto	   con	   questi	   risultati	   delle	   cellule	   SH-­‐SY5Y,	   nelle	   cellule	   di	  
astrocitoma	  la	  presenza	  di	  dCF	  e	  dAdo	  	  sembra	  compromettere	  la	  captazione	  
di	  glucosio,	  e	  fa	  diminuire	  significativamente	  la	  concentrazione	  di	  lattato	  nel	  
mezzo	   a	   partire	   da	   4	   h	   di	   incubazione	   (Garcia-­‐Gil	   et	   al.,	   2012).	   Questo	  
potrebbe	   riflettere	   un	   diverso	   profilo	  metabolico	   del	   glucosio	   nelle	   cellule	  
neuronali	   e	   astrocitarie:	   infatti,	   è	   stato	   riportato	   che	   per	   soddisfare	   le	  
maggiori	  esigenze	  energetiche	  dei	  neuroni,	   la	   cellule	  gliali	   rilasciano	   lattato	  
che	   viene	   poi	   ricaptato	   e	   ossidato	   dai	   neuroni	   (Bélanger	   et	   al.,	   2011).	   Il	  
potenziale	   mitocondriale	   delle	   cellule	   SH-­‐SY5Y	   è	   stabile	   per	   tutti	   i	  
trattamenti,	   tranne	   che	   per	   piccole	   riduzioni	   osservate	   in	   seguito	   a	   tempi	  
precoci	   di	   trattamento	   con	   dAdo	   e	   dCF	   che	   probabilmente	   verranno	  
compensati	   su	   tempi	   più	   lunghi.	   Sono	   richieste	   ulteriori	   indagini	   per	  
confermare	   se	   questa	   stabilità	   è	   dovuta	   all'attivazione	   di	   processi	   di	  
compensatori	  che	  potrebbero	  mascherare	  un	  deficit	  iniziale	  di	  fosforilazione	  
ossidativa	  mitocondriale.	  	  
Un	   altro	   risultato	   che	   accomuna	   le	   due	   linee	   cellulari	   di	   neuroblastoma	  
umano	   è	   il	   dATP,	   non	   rivelabile	   sia	   nelle	   cellule	   SH-­‐SY5Y	   che	   nelle	   cellule	  
LAN-­‐5	  trattate	  con	  dCF	  e	  dAdo	  per	  24	  ore.	  Ciò	  nonostante,	  l'incubazione	  con	  
NH2-­‐dAdo,	   un	   inibitore	   delle	   adenosina	   chinasi	   (Miller	   et	   al.,	   1979),	  
determina	  un	  recupero	  totale	  della	  vitalità	  nelle	  cellule	  trattate	  con	  dCF	  più	  
dAdo.	  La	  Km	  per	  la	  Ado	  e	  dAdo	  degli	  enzimi	  adenosina	  chinasi	  e	  ADA	  è	  di	  0,2	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e	   50	   µM	   rispettivamente	   	   (Yamada	   et	   al.,	   1980;	   Franco	   et	   al.,	   1981);	   si	  
assume,	  pertanto,	  che	  a	  basse	  concentrazioni	  (<5	  μM)	  la	  dAdo	  sia	  in	  maggior	  
parte	   fosforilata,	   mentre	   ad	   alte	   concentrazioni	   prevalga	   il	   processo	   di	  
deaminazione	  (Arch	  and	  Newsholme,	  1978).	   In	  teoria,	  con	  l’aggiunta	  di	  dCF	  
nel	   mezzo	   di	   coltura,	   la	   dAdo,	   che	   non	   è	   più	   soggetta	   a	   deaminazione,	  
diventa	   substrato	   per	   le	   chinasi	   presenti	   all’interno	   della	   cellula.	   La	  
fosforilazione	   della	   dAdo	   dovrebbe	   portare	   ad	   una	   diminuzione	   dei	   livelli	  
intracellulari	   di	   ATP.	   Infatti,	   nelle	   cellule	   ADF	   è	   stata	   osservata	   una	  
diminuzione	  significativa	  dell'ATP	  nelle	  cellule	  trattate	  rispetto	  ai	  controlli	  già	  
dopo	   6	   h	   di	   trattamento.	   Il	   dATP,	   non	   rivelabile	   nelle	   cellule	   controllo,	  
aumenta	  in	  modo	  tempo	  dipendente	  nelle	  cellule	  ADF	  trattate	  (Garcia-­‐Gil	  et	  
al.,	  2012).	  Al	  momento,	  non	  è	  chiara	  la	  ragione	  delle	  differenze	  osservate	  fra	  
le	   cellule	   di	   neuroblastoma	   e	   le	   cellule	   di	   astrocitoma.	   E'	   possibile	   che	   le	  
variazioni	  dei	   livelli	  di	  ATP	  e	  dATP	  nelle	  cellule	  SH-­‐SY5Y	  e	  LAN-­‐5	  avvengano	  
più	   lentamente	   rispetto	   alle	   cellule	   ADF,	   e	   si	   riscontrino	   dopo	   le	   24	   ore.	  
Inoltre	   le	   variazioni	   di	   concentrazione	   di	   dATP	   potrebbero	   essere	   molto	  
piccole,	   non	   rilevabili	   con	   il	   metodo	   da	   noi	   utilizzato,	   ma	   comunque	  
sufficienti	  a	  determinare	  morte	  cellulare.	  	  
Riassumendo,	  i	  risultati	  ottenuti	  con	  l'inibizione	  di	  ADA	  e	  l'accumulo	  di	  dAdo	  
hanno	   dimostrato	   una	   diminuzione	   della	   vitalità	   in	   due	   modelli	   di	   cellule	  
neuronali,	   le	   cellule	   SH-­‐SY5Y	   e	   le	   LAN-­‐5.	   La	   diminuzione	   della	   vitalità	   è	  
preceduta	  da	  una	  diminuzione	  della	   funzionalità	  mitocondriale	  nelle	  cellule	  
SH-­‐SY5Y.	  	  
Pur	   essendo	   consapevoli	   che	   le	   cellule	   da	   noi	   utilizzate	   sono	   di	   origine	  
tumorale	  e	  che	  pertanto	  possono	  comportarsi	   in	  modo	  diverso	  rispetto	  alle	  
cellule	   non	   trasformate,	   le	   condizioni	   sperimentali	   da	   noi	   utilizzate,	   che	  
riproducono	   una	   deficienza	   di	   ADA,	   ci	   hanno	   permesso	   di	   ipotizzare	   un	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meccanismo	  attraverso	  il	  quale	   la	  carenza	  dell’enzima	  determina	  un	  effetto	  
nocivo	   sui	  neuroni	  e	   sugli	   astrociti	   (Garcia-­‐Gil	   et	  al.,	   2012;	  Garcia-­‐Gil	   et	  al.,	  
2015,	   2016),	   che	   potrebbe	   condurre	   al	  malfunzionamento	   di	   alcuni	   circuiti	  
neuronali	  nei	  pazienti	  ADA-­‐SCID.	  
D’altra	  parte,	  proprio	  perché	  i	  modelli	  sperimentali	  utilizzati	  sono	  di	  origine	  
tumorale,	   i	   risultati	   ottenuti	   potrebbero	   essere	   interessanti	   in	   campo	  
oncologico.	  Molto	  spesso	  infatti	  si	  osserva	  che	  le	  resistenze	  ai	  farmaci	  sono	  il	  
risultato	  di	  difetti	  nelle	  vie	  apoptotiche.	  Il	  nostro	  trattamento,	  che	  coinvolge	  
una	   perturbazione	   del	  metabolismo	   purinico,	   tramite	   un	   processo	  
apoptotico,	   è	  	   in	  	   grado	  di	  aumentare	  la	   mortalità	   nelle	   cellule	   di	  
neuroblastoma,	   una	   forma	  tumorale	   particolarmente	   resistente	   a	  
trattamenti	   chemioterapici.	   Quindi	  questi	   dati,	   in	   una	   prospettiva	   a	   lungo	  
termine,	  potrebbero	   essere	  utili	   nella	   ricerca	   di	   nuovi	   approcci	   terapeutici	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